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Am plification multiplex quantitative a T echelle d'un genome, et 
ap plications a la detection de rem aniements penomiuues. 



5 

nOMAINE TECHNIQUE DE T /INVENTION : 

La presente invention est, de maniere generate, relative a des moyens applicables 
a 1'6chelle d'un g6nome, tel que le genome humain, qui permettent d'amplifier 
10 des cibles nucleotidiques en multiplex en atteignant un niveau quantitatif de 
precision. Ces moyens trouvent notamment des applications dans le domaine de la 
detection de remaniements genomiques. 

Plus particulierement, la presente invention propose des rallonges d'amorces 
1 5 d'amplification qui permettent de produire des amorces composites specialement 
adaptees a l'amplification multiplex quantitative a 1'echelle du genome. La 
presente demande de brevet vise done ces differents produits, ainsi que des 
m6thodes et utilisations les mettant en oeuvre. 

20 De maniere remarquable, les moyens selon Prevention permettent non seulement 
de detecter des remaniements localises au sein d'un ou plusieurs genes, mais tout 
aussi bien des remaniements chromosomiques. En particulier, les moyens selon 
l'invention permettent de detecter des remaniements genomiques heterozygotes 
qui ont entraine une perte ou un gain de materiel g 6n6tique, e'est-a-dire des 

25 remaniements genomiques desequilibres. 

De maniere avantageuse, les moyens selon l'invention permettent de detecter des 
remaniements chromosomiques cryptiques (e'est-a-dire non detectables par les 
techniques du caryotype standard). Les moyens selon l'invention sont done d'un 
30 grand interet pour le diagnostic des maladies geniques et chromosomiques, pour 
l'6tablisseraent de cartes de remaniements genomiques, et pour l'isolement de 
genes impliques dans une maladie genetique. 
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ARRI ERE-PL AN TECHNOLOGIOUE : 

Parmi les maladies genetiques, on distingue celles qui trouvent leur origine au 
niveau des anomalies d'un ou de plusieurs genes (maladies geniques), et celles qui 
5 trouvent leur origine au niveau du chromosome (maladies chromosomiques). 

Les maladies monogeniques, telles que les myopathies, la mucoviscidose, ont 
pour origine des anomalies a l'intdrieur de la sequence d'un, voire plusieurs 
genes : il peut par exemple s'agir de mutations ponctuelles, ou bien encore de 
10 duplications ou de deletions d'exons, 

Les maladies chromosomiques resultent quant a elles d'anomalies 
constitutionnelles du nombre ou de la structure des chromosomes. De telles 
anomalies peuvent, par exemple, survenir lors de la meiose a partir de concepteurs 
sains, ou etre deja presentes chez Tun des deux parents. 

15 

Les anomalies de nombre se caracterisent par l'exces ou Fabsence d'un ou 
plusieurs chromosomes complets dans la cellule. Ainsi, lorsque le caryotype 
presente 47 chromosomes, il s'agit generalement d'une trisomie, la plus connue 
etant!atrisomie2L 

20 Les anomalies de structure chromosomique resultent de cassures chromosomiques 
suivies de recollements anormaux. Leur occurrence est le plus g£n6ralement 
familiale, avec une frequence relativement elev6e dans la population g6nerale (2,4 
pour 1000). 

Quand le remaniement de structure ne s'accompagne ni de perte ni de gain de 
25 materiel genetique, il est dit equilibre, et reste le plus souvent silencieux, sans 
expression ph6notypique. C'est le cas, par exemple des translocations dites 
Robertsoniennes. Dans le cas contraire, il est dit d£s6quilibre et il s'exprime alors 
generalement sous la forme d'une st6rilite ou d'avortements spontan6s, s'il est 
letal, et sous la fonne de syndromes associant poly ma] formations et retard mental 
30 (SPRM), tels que le Syndrome de DiGeorge, quand ce desequilibre est viable. 
C'est le cas, par exemple, des remaniements chromosomiques par del6tion ou 
insertion. 
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Detection de remani ements seniaues : 

Pour detecter l'eventuelle presence d'un remaniement genique, tel qu'une deletion 
ou une duplication exonique, on a souvent utilise la methode classique dite de 
5 Southern qui consiste en une hybridation sur l'ADN genomique, coupe par des 
enzymes de restriction, d'une sonde nucleotidique specifique de la region touchee 
par le remaniement genique considere. 

A cause de la complexit6 et de 1'imprecision de cette methode traditionnelle, 
10 plusieurs methodes faisant appel a la PCR ont ete developpees. Les methodes 
basees sur la PCR multiplex sont bien adapt6es a la detection rapide d'un eventuel 
remaniement genique. On pent, par exemple, trouver la description d'une mdthode 
PCR multiplex pour la detection de deletions et duplications exoniques dans 
Particle Duponchel et al. 2001 (Human Mutation 17 : 61-70 « Rapid detection by 
15 fluorescent multiplex PCR ofexons deletions and duplications in the CI inhibitor 
gene of hereditary angioedema patients »), et l'article Charbonnier et al. 2000 
(Cancer Research 60 : 2760-2763 « Detection of exon deletions and duplications 
of the mismatch repair genes in hereditary' nonpolyposis colorectal cancer 
families using multiplex polymerase chain reaction of short fluorescent 
20 fragments »). 

L'article Duponchel et al. 2001 {Human Mutation 17 : 61-70) decrit une methode 
basee sur la PCR multiplex fluorescente (marquage direct ou indirect) qui permet 
la detection de deletions et duplications exoniques heterozygotes au sein d'un 

25 gene de petite taille, a savoir le gene CI inhibiteur. Selon cette methode, deux 
rallonges particulieres differentes, constitute chacune de 16 nucleotides, sont 
ajoutees a l'extremite 5' des amorces sens et des amorces antisens, 
respectivement. Ces rallonges de 16 nucleotides sont presentees comme formant 
une sequence rare. Ces rallonges sont adaptees a la detection de remaniements 

30 geniques, mais ne sont pas adaptees a la detection fiable de remaniements 
chromosomiques tels que les remaniements chromosomiques cryptiques, de sorte 
qu'elles ne constituent pas une solution a ce probleme technique particulier. 
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On trouve aussi dans l'article Charbonnier et ah 2000 (Cancer Research 60 : 
. 2760-2763) la description d'une m&hode PCR multiplex pour la ddtection de 
deletions et duplications exoniques au sein des genes de reparation MLHl et 
MSH2 (cancer colorectal non polyposique her6ditaire, ou syndrome HNPCC). 
5 Cette methode de PGR multiplex repose sur le ciblage de courts fragments 
exoniques (de.92 a 288 pb), et utilise a cette fin des amorces sans rallonge ou avec 
le dinucleotide « GG » qui separe le fluorochrome de la s6quence d'hybridation 
sur les amorces marquees. De telles amorces ne sont pas adaptees a une 
exploration a Techelle de tout un g£nome, mais simplement & Techelle des 
10 quelques genes vises. Elles ne repondent done elles non plus pas au probleme 
technique resolu par l'invention. 

L'utilisation de rallonges dites universelles dans le cadre d'une PCR multiplex est 
egalement dtcrite dans la demande de brevet WO 99/58721 au nom du Whitehead 
15 Institute for Biomedical Research (In v. David G. Lang et Eric S. Lander; 
« Multiplex DNA amplification using chimeric primers »). La methode PCR 
multiplex decrite dans la demande WO 99/58721 est destin6e a rfeoudre le 
probleme du genotypage par amplification simultanee de nombreux 
microsatellites ou SNPs (« Single Nucleotide Polymoiphisms »). 

20 

Pour amplifier simultanement plusieurs sequences cibles, la methode 'divulguee 
dans la demande WO 99/58721 comprend une reaction d'amplification qui est 
men6e sur l'ADN a l'aide d'amorces chimeriques en presence de fortes 
concentrations de magnesium (2,5 a 7,0 millimolaires), et sous de faibles 
25 temperatures d'elongation (60-70°C). Cette reaction d'amplification peut etre 
accompagnee d'un marquage direct (par exemple a l'aide de biotine), ou bien etre 
suivie d'une deuxieme reaction d'amplification qui vient placer le marquage sur 
les produits d'amplification de la premiere reaction (marquage indirect). 

30 Les amorces chimeriques divulguSes pour la reaction d'amplification sur l'ADN 
sont chacune constitutes d'un segment d 'hybridation qui reconnait sa cible sur 
l'ADN, et d'une rallonge constante qui devrait avoir une faible tendance a 
s'hybrider a l'ADN. Selon la methode divulguee, la sequence de Ja partie 
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constante est choisie parmi les sequences de bacteriophages, d'insectes ou de 
reptiles, lorsque l'ADN provient d'un mammifere (et vice versa), car ces 
differences d'espece seraient suffisantes a reduire la propension du fragment 
constant a hybrider sur l'ADN. Une paire de fragments constants consumes 
chacun de 23 nucleotides y est explicitement ddcrite (references sous SEQ ID 
NO :1 et SEQ ID NO :2 dans WO 99/58721). Ces deux rallonges constantes sont 
issues des promoteurs des bacteriophages 17 et T3, respectivement. 

Toutefois, il est facilement verifiable, par exemple par analyse informatique de 
l'hybridation de ces sequences de bacteriophages sur le genome humain, que le 
choix de rallonges constantes parmi les sequences d'une espece eloignee dans 
Involution ne represente pas un critere fiable pour reduire la propension de ces 
rallonges a s'hybrider a l'ADN. 

La solution technique divulguee dans la demande WO 99/58721 rdsout done le 
probleme qualitatif du genotypage simultane d'un grand nombre de 
microsatellites ou de SNPs, mais ne peut pas repondre au probleme de la 
realisation de PCR multiplex quantitatives telles que celles qui sont necessaires 
pour la detection fiable de remaniements chromosomiques, et notamment de 
remaniements chromosomiques cryptiques. 



Le brevet US 6,207,372 au nom de Antony P. Shuber (cessionnaire Genzyme 
Corp. ; « Universal Primer Sequence for multiplex DNA amplification ») decrit 
une mdthode PCR multiplex qui utilise des amorces dites universelles decrites 
comme permetlant d'homogeneiser les cinetiques d'hybridation. Ces amorces 
25 universelles comprennent une sequence qui s'hybride a l'ADN cible, et une 
rallonge (« UPS tag») de 17 a 25 bases. Cette rallonge est non-apparentee a 
l'ADN cible, riche en GC a son extremite 5', et a la propriete de former des 
hybrides stables avec la sequence qui lui est complementaire, caracterises par une 
temperature de fusion superieure a 60°C. La s6quence presence comme preferee 
30 pour servir de rallonge universale est un 20-mer derive du bacteriophage 
M13mp8. De telles rallonges sont adaptees a des applications qualitatives de la 
PCR multiplex, par exemple a la detection de mutations connues par coupure avec 
enzymes de restriction ou de mutations inconnues par SSCP (« Single-Strand 
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Conformational Polymorphism »), mais ne repondent pas au probleme de la PCR 
multiplex quantitative. 

A la connaissance de la Demanderesse, aucune des methodes PCR multiplex 
5 decrites dans Tart anterieur comme etant adaptees a la detection de remaniements 
geniques particuliers ne permet done d'acceder a un niveau quantitatif de 
precision, et plus particulierement a un niveau quantitatif de precision a l'echelle 
d'un genome, tel que le genome humain. Aucune de ces m6thodes n'est 
transposable a la detection de remaniements chromosomiques, tels que les 
1 0 remaniements chromosomiques cryptiques. 

Detection de remaniements chromosomiques : 

Pour ce qui concerne .la detection de remaniements chromosomiques, les 
15 techniques du caryotype standard sont encore couramment utilisees pour le.: 
diagnostic de tels remaniements. Le caryotype s'est toutefois revels insuffisanU 
pour la detection de certains remaniements chromosomiques, et notamment pour> 
la detection de remaniements chromosomiques sub-telom6riques. D'autres,- 
m6thodes, mieux adaptees a la d6tection des remaniements chromosomiques, 
20 cryptiques (e'est-a-dire non detectables par les techniques du caryotype standard), 
ont done ete developp6es. 

La FISH (« Fluorescence In Situ Hybridization ») dite « tout telomere » basee sur 
1'utilisation de 62 sondes commercialisees juxta-telom^riques, est la methode 

25 actuellement la plus utilisee (Knight S. J: L. et ah 1999, Lancet 354 : 1676-1681 " 
Subtle chromosomal rearrangements in children with unexplained mental 
retardation " ; Knight S. J, L. and Flint J. 2000, J. Med. Genet. 37:401-409 " 
Perfect endings : a review of subtelomeric probes and their use in clinical 
diagnosis"). L'utilisation de cette methode en routine est toutefois limine par les 

30 exigences en terme de qualite d'echantillon (bon index mitotique, et metaphases 
de bonne qualite), le cout 61eve des rSactifs et le temps n6cessaire a 
l'interpr6tation des resultats. 
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La CGH (Comparative Genomic Hybridization) a egalement ete utilis6e pour la 
detection des remaniements chromosomiques cryptiques (Breen C. J. et al 1999, 
J. Med, Genet. 36 : 511-517 « Applications of comparative genomic hybridization 
in constitutional chromosome studies » ; Ghaffari S. R. et al 1998, J. Med. Genet. 
35 : 225-233 "A new stategy for cryptic telomeric ti-anslocation screening in 
patients with idiopathic mental retardation"). Mais son interpretation reste 
delicate, en particulier au niveau des telomeres, du fait de la decroissance 
progressive de la fluorescence vers les extremes. De plus, la CGH a une 
resolution comprise entre 5 et 10 Megabases, done inferieure a celle de la FISH, 
une mauvaise reproductibilite, et necessite un materiel de cofit 61eve. 
La methode CGH a 6t6 combinee plus recemment avec Futilisation de la 
technologie des puces d'ADN (Pinkel et al, 1998, Nature Genetics 20, 207-211 
« High resolution analysis of DNA copy number variation using comparative 
genomic hybridization to microarrays », Snijders AM et al, 2001, Nature 
Genetics 29, 263-264 « Assembly of Microarrays for genome-wide measurement 
of DNA copy number*). Cette m6thode combinant CGH et puces h ADN repose 
sur l'utilisation d'un tres grand nombre de clones d'ADN genomique immobilises 
sur des lames de verre. Elle est dtberite comme permettant d'atteindre des 
resolutions inferieures a 1 Mb. 

L' etude de la segregation des microsatellites au sein d'une famille pennet la 
detection indirecte de remaniements chromosomiques cryptiques en mettant en 
evidence une segregation anormale des alleles parentaux (delation ou duplication 
d'allele chez l'enfant). Cette methode necessite neanmoins absolument de 
disposer des ADN parentaux, et est limitee par Tinformativite des marqueurs. 

Plus recemment, une mdthode appelee MAPH (« Multiple Amplifiable Probe 
Hybridization ») a et6 utilis6e pour detecter les deletions et duplications de genes 
(Armour et al 2000 Nucleic Acids Research 28(2) : 605-609 « Measurement of 
locus copy number by hybridisation with amplifiable probes » ; demande WO 
00/53 804.au nom de The University of Nottingham « Genetic screening})). La 
MAPH est une methode qui combine Thybridation de sondes specifiques sur 
PADN genomique immobilise sur une membrane et la detection par PCR des 
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sondes effectivement hybridees, parvenant ainsi a un niveau quantitatif de 
precision. Le principe de la MAPH consiste a immobiliser sur filtre PADN a 
analyser, puis a le placer en hybridation avec un melange de sondes specifiques 
qui chacune portent a une de leurs extremites les memes sequences constantes. 
Ces sequences constantes ont pour fonction de permettre de n'utiliser qu'une 
seule et m6rae paire d'araorces pour d6tecter par PCR les diff6rentes sondes 
retenues par hybridation sur le filtre. 

Actuellement, il n'existe done pas, a la connaissance de la Demanderesse, de 
mdthode qui resolve le probleme de la detection de remaniements 
chromosomiques a 1' aide d'une PCR multiplex. En effet, pour r&oudre ce 
probleme, il faut pouvoir conserver un niveau quantitatif de precision, tout en 
passant a l'echelle d'une region chromosomique, d'un chromosome, voire d'un 
genome entier tel que le genome humain. Or, la multiplicity des cibles qui doivent 
etre vis6es pour detecter des remaniements chromosomiques et la variability du 
contexte de sequence dans lequel les differentes cibles genomiques peuvent se 
trouver compliquent considerablement le probteme de l'obtention de cinetiques 
d'amplification homogenes pour les differentes cibles au sein de la meme PCR 
multiplex. 

En effet, pour amplifier simultanement les differentes cibles, les differentes paires 
d' amorces, dont le nombre est souvent superieur a dix, sont placdes toutes 
ensemble et en meme temps sous les memes conditions operatoires (composition 
de milieu, temperatures, dur6es), e'est-a-dire sous des conditions operatoires 
unitaires qui ne correspondent g6n6ralement pas aux conditions optimales 
d'amor^age de chacune des paires d'amorces. Les cin&iques dTiybridation de 
chaque paire d'amorce etant differentes les unes des autres, cela conduit a une 
representation non quantitative des differents fragments dans le produit final 
d'amplification, ou a l'apparition d'amplifications non specifiques. 

En outre, les interactions moleculaires a gerer sont nombreuses. D'une part, des 
interactions moleculaires peuvent survenir au niveau des amorces de PCR elles- 
memes par le biais de ph6nom£nes de competitions entre amorces, tels que des 
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phenomenes de dimerisation au sein d'une seule amorce, ou au sein de differentes 
combinaisons d'amorces. D'autre part, des interactions peuvent survenir au 
niveau des cibles amplifiees. La composition nucleotidique des cibles amplifiees 
peut en effet engendrer plusieurs types d'interactions : la formation de structures 
5 secondaires intra-moleculaires, et la formation de complexes inter-moleculaires 
entre differents amplicons. Le resultat global correspond alors au mieux a une 
PCR multiplex qualitative. 

Aucune methode PCR multiplex de Part anterieur ne permettait done d'acceder a 
1 0 un niveau quantitatif de precision, tout en gardant une totale flexibilite concemant 
le panel de regions genomiques analysables, condition necessaire pour les 
applications d'une telle methode a l'echelle du genome. Plus particulierement, 
aucune amplification multiplex n'a ete anterieurement developpee pour la 
detection des remaniements chromosomiques cryptiques. 

15 

11 subsistait done un besoin pour une methode d'amplification multiplex de type 
PCR multiplex qui serait ais6e a mettre en ceuvre, applicable a l'echelle d'un 
genome tel que le genome humain, tout en restant flexible, et qui permettrait 
d'acceder a la detection non seulement de remaniements geniques, mais aussi et 
20 surtout de remaniements chromosomiques, et plus particulierement de 
remaniements chromosomiques cryptiques tels que les remaniements sub- 
telomeriques, et cela a un niveau quantitatif de precision. 

DESCRIPTION SYNTHETIOUE BE L'INVENTION : 

25 

La pnSsente demande propose une solution technique qui ne presente pas les 
inconvenients des techniques de 1'art anterieur, et qui presente l'avantage de 
permettre d'amplifier en multiplex plusieurs cibles nucleotidiques de facon 
quantitative, tout en etant applicable a l'echelle d'un genome, tel que le genome 
30 humain. 

Les inventeurs ont en effet reussi a mettre au point des amorces composites, 
chacune formees d'un segment d'hybridation et d'une rallonge, qui permettent 
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d'atteindre cet objectif. Pour ce faire, les inventeurs ont fait le choix et sont 
• parvenus a construire des amorces composites telles qu'aucun appariement stable 
ne se forme entre amorces composites lors des amplifications multiplex. 

5 Un aspect de 1' invention reside dans la construction de rallonges particulieres, 
appropriees a l'objectif poursuivi et aux choix techniques fixes par les inventeurs. 
Les inventeurs ont en effet choisi et r6ussi a produire des rallonges qui sont 
suffisamment longues pour homogeneiser l'ecart de temperatures de fusion (Tm) 
entre les diff6rents segments d'hybridation mis en oeuvre en multiplex, tout en 
10 etant suffisamment courtes pour que ces rallonges ne ferment aucun appariement 
stable lors de l'amplification multiplex. Les rallonges selon l'invention ont 
chacune une sequence nucleotidique : 

- qui est absente ou rare dans l'acide nucleique ou le melange d'acides 
nucleiques sur lequel ya etre appliquee l'amplification multiplex, et 
15 ■ - qui est en outre telle que les interactions moleculaires qu'elles peuvent 
eventuellement former lors d'une amplification multiplex sont peu stables. 

Avantageusement, les rallonges selon l'invention permettent d'obtenir des 
resultats d'amplifications multiplex de precision quantitative. Elles sont en outre 

20 relativement courtes par rapport aux rallonges utilisees dans l'art anterieur, ce qui 
constitue un avantage technique important car, de ce fait, les amorces qui les 
contiennent peuvent etre aisement synthetisees sous forme marquee. 
De maniere remarquable, les inventeurs sont parvenus a construire des rallonges 
de ce type qui sont applicables a Techelle d'un genome entier, tel que le genome 

25 humain. 

Ces rallonges nucleotidiques sont destinees a etre ajoutees a l'extremite 5' du 
v segment d'hybridation, lequel est lui aussi s&ectionne de maniere a ne pas 
introduire d'interactions stables entre amorces composites. 
- 30 Les amorces composites resultantes permettent alors d'obtenir facilement des 
cinetiques d'hybridation homogtees pour les differentes cibles qui sont amplifies 
en multiplex. 
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L'invention propose egalement des conditions op&ratoires preferentielles pour ces 
amorces composites, afin d'obtenir aisement des amplifications quantitatives 
reproductibles. Ces conditions operatoires preferentielles comprennent notamment 
1 'utilisation, dans le melange reactionnel, d'un agent qui facilite la separation des 
5 brins d'ADN tel que le triethylammonium acetate (TEAA), le dimethylsulfoxyde 
(DMSO) 5 c/ exemple 1. 

Les amorces composites selon T invention sont particulierement bien adaptees a la 
mise en oeuvre d'une amplification de type QMPSF ^Quantitative Multiplex 
10 PCR of Short Fluorescent fragments »). Selon un mode pr&Srentiel de realisation 
de l'invention, on choisit ainsi un ensemble de cibles courtes (dont la taille est 
comprise entre 90 et 500 pb, de preference entre 90 et 350 pb, plus 
prSferentiellement entre 90 et 300 pb). 

15 En sus de 1'obtention d'un niveau quantitatif de precision alors merae que plus 
d'une dizaine de cibles sont amplifies en multiplex, la solution technique selon 
Tinvention presente l'avantage d'une grande flexibility pour l'inclusion de 
nouvelles r6gions cibles dans une amplification multiplex, et elle facilite 
profond6ment les 6tapes d'optimisation des parametres operatoires 

20 d'amplification (determination du nombre optimal de cycles d'amplification et de 
la temperature optimale d'hybridation, determination des concentrations optimales 
pour les differentes amorces). 

En terme duplications, 1'amplification multiplex quantitative selon l'invention, 
25 qui permet la detection de remaniements geniques tout comme de remaniements 
chromosomiques, presente l'avantage particulier de permettre la detection de 
remaniements chromosomiques cryptiques {cf exemple 1). Elle permet 6galement 
d'identifier et d'isoler des genes impliques dans des maladies genetiques (cf 
exemple 2). 

30 
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rregrPTPTTON DETAI LLEE DE L'INVENTION ; 

Pour tout acide nucleique ou melange d'acides nucleiques a partir duquel on 
souhaite amplifier au moins une sequence nucleotidique cible, et notamment 
5 plusieurs sequences nucleotidiques cibles en multiplex et a un niveau quantitatif 
de precision, la presente invention foumit : 

- une pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens 
sp6cialement adaptee a cette fin, chacune desdites amorces composites 
comprenant un segment d'hybridation et une rallonge nucleotidique, et des 

10 precedes permettant de produire une telle pluralite de paires d'amorces 

composites, ainsi que 

- une paire de rallonges nucleotidiques qui conviennent, pour Tune, a une 
utilisation en tant que rallonge dans une amorce composite sens d'une telle 
pluralite, et, pour 1'autre, a une utilisation en tant que rallonge dans une amorce 

15 antisens d'une telle pluralite, et des precedes permettant de produire une telle 
paire de rallonges. 

La-, presente demande de brevet vise done non seulement de telles paires de 
rallonges et de telles pluralites de paires d'amorces composites, mais egalement, 
individuellement en tant que produits, toute rallonge choisie au sein d'une paire 
20 de rallonges selon l'invention, ainsi que toute paire d'amorces composites et toute 
amorce composite qui sont choisies au sein d'une pluralite de paires d'amorces 
composites selon l'invention. 

La presente demande de brevet vise egalement les applications biotechnologiques, 
medicates et veterinaires de ces produits, notamment en terme de detection de 
25 remaniements genomiques, et plus particulierement de remaniements 
chromosomiques. 

Plus particulierement, la presente demande de brevet vise chacun des objets 
definis dans les revendications telles que deposees. 

30 Selon un premier aspect de l'invention, la presente demande vise un precede pour 
produire une pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens 
specialement adaptee a 1' amplification multiplex quantitative d'une pluralite de 
sequences nucleotidiques cibles presentes dans un acide nucleique ou un melange 
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d'acides nucl&ques, selon lequel chacune desdites amorces composites sens ou 
antisens produite est constitute : 

- d'un segment d'hybridation, respectivement sens ou antisens, qui 
s'apparie audit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, de maniere a 
constituer une amorce sens ou antisens pour une des sequences nucleotidiques 
cibles de la pluralite visee, et 

- d'une rallonge nucleotidique qui est liee a Pextremite 5' dudit segment 
d'hybridation, mais qui ne s'apparie pas audit acide nucleique ou melange 
d ' acides nucldiques, 

- et eventuellement d'un composant non nucleotidique. 

Le proced6 pour produire une pluralite de paires d'amorces selon Pinvention est 
caracterise en ce que les amorces composites sens et antisens de ladite plurality de 
paires produite presentent des sequences respectives telles que : 

a) chaque amorce composite sens a, au sein de ladite pluralite, une amorce 
composite antisens avec laquelle elle forme une paire d'amorces composites sens 
et antisens dont les segments d'hybridation respectifs constituent, Tun par rapport 
a Pautre, une paire d'amorces sens et antisens pour une desdites sequences 
nucleotidiques cibles, chacune desdites sequences nucleotidiques cibles de la 
pluralite visee ayant ainsi une paire d'amorces composites sens et antisens qui est 
destinee a son amplification, 

b) toutes les amorces composites sens contiennent la meme rallonge 
nucleotidique, et toutes les amorces composites antisens contiennent la meme 
rallonge nucleotidique, la rallonge des amorces composites sens etant diffdrente 
de celle des amorces composites antisens, 

c) la sequence de la rallonge des amorces composites sens est absente 
dudit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, ou a tout le moins n'y est 
presente qu'a une frequence au moins deux fois inferieure (prefiSrentiellement au 
moins dix fois inferieure) a celle prevue statistiquement pour une sequence 
aleatoire de la meme taille, et la sequence de la rallonge des amorces composites 
antisens est absente dudit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, ou a 
tout le moins n'y est presente qu'a une frequence au moins deux fois inferieure 
(preterentiellement au moins dix fois inferieure) a celle prevue statistiquement 
pour une sequence al6atoire de la meme taille, 
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d) la temperature de fusion de chaque amorce composite (qu'elle soit sens 
ou antisens) est d'nne valeur de 10 a 15°C superieure (bomes incluses) a celle que 
presenterait son segment d'hybridation nu sans rallonge, 

e) chaque amorce composite de ladite pluralite de paires a une sequence 
telle qu'aucune amorce composite de ladite pluralite de paires ne peut former avec 
elle-meme, ou avec une autre amorce composite de la meme pluralite, un 
appariement complet ou partiel de bases pour lequel la variation d'energie libre 
AG liee a la formation de cet eventuel appariement serait sup6rieure a 14 
kcal/mol, ladite variation d'energie libre AG 6tant calculee a l'aide du logiciel 
« Primer Premier » version 5.0 commercialise par PREMIER Biosoft 
International. 



La presente demande de brevet vise ainsi toute pluralite de paires d' amorces 
composites sens et antisens susceptible d'etre obtenue par le proc6de selon 
1 5 l'invention. Une telle pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens est 
specialement adaptee a ^amplification multiplex quantitative d'une pluralite de 
sequences nucleotidiques cibles presentes dans un acide nucleique ou un melange 
d'acides nucleiques. 

20 La presente demande de brevet vise ainsi toute pluralite de paires d'amorces 
composites sens et antisens specialement adaptee a l'amplification multiplex 
quantitative d'une pluralite de sequences nucleotidiques cibles presentes dans un 
acide nucleique ou un melange d'acides nucleiques, chacune desdites amorces 
composites sens ou antisens etant constitute : 

25 - d'un segment d'hybridation, respectivement sens ou antisens, qui s'apparie audit 
acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, de maniere a constituer une 
amorce sens ou antisens pour une des sequences nucleotidiques cibles de la 
pluralite visee. et 

- d'une rallonge nucleotidique qui est liee a l'extremite 5' dudit segment 
30 d'hybridation, mais qui ne s'apparie pas audit acide nucleique ou melange 

d'acides nucleiques, 

- et eventuellement d'un composant non nucleotidique, 

caracteris6e en ce que : 
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a) chaque amorce composite sens a, au sein de ladite pluralite, une amorce 
composite antisens avec laquelle elle forme une paire d' amorces composites sens 
et antisens dont les segments d'hybridation respectifs constituent, Tun par rapport 
a Tauire, une pake u'aiiiOices sens et antisens pour une dcsditcs sequences 

5 nucleotidiques cibles, chacune desdites sequences nucleotidiques cibles de la 
pluralite visee ayant ainsi une paire d'amorces composites sens et antisens qui est 
destinee a son amplification, 

b) toutes les amorces composites sens contiennent la meme rallonge 
nucleotidique, et toutes les amorces composites antisens contiennent la meme 

10 rallonge nucleotidique, la rallonge des amorces composites sens etant differente 
de celle des amorces composites antisens. 

c) la sequence de la rallonge des amorces composites sens est absente 
dudit acide nucleique ou m61ange d'acides nucleiques, ou a tout le moins n'y est 
pr6sente qu'a une frequence au moins deux fois inferieure (preferentiellement au 

15 moins dix fois inferieure) a celle prevue statistiquement pour une sequence 
aleatoire de la meme taille, et la sequence de la rallonge des amorces composites 
antisens est absente dudit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, ou a 
tout le moins n'y est pr6sente qu'a une frequence au moins deux fois inferieure 
(preferentiellement au moins dix fois inferieure) a celle prevue statistiquement 

20 pour une sequence aleatoire de la meme taille, 

d) la temperature de fusion de chaque amorce composite (qu'elle soit sens 
ou antisens) est d'une valeur de 10 a 15°C superieure (bornes incluses) a celle que 
presenterait son segment d'hybridation sans rallonge, 

e) chaque amorce composite de ladite pluralite de paires a une sequence 
25 telle qu'aucune amorce composite de ladite plurality de paires ne peut former avec 

elle-meme, ou avec une autre amorce composite de la meme pluralite, un 
appariement complet ou partiel de bases pour lequel la variation d'energie libre 
AG li6e a la formation de cet eventuel appariement serait superieure a 14 
kcal/mol, ladite variation d'energie libre AG etant calculee a 1'aide du logiciel 
30 « Primer Premier » version 5.0 commercialise par PREMIER Biosofl 
International. 
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L'etape c) traduit le fait que les rallonges utilisees dans les amorces composites 
• conformes a l'invention doivent etre absentes ou rares du materiel nucleotidique 
sur lequel va etre appliquee V amplification multiplex. 

5 Les etapes b), c), d) et e) traduisent le fait que les rallonges doivent etre 
suffisamment longues pour homogeneiser les temperatures de fusion des 
differents segments d'hybridation (reduction du ATm des amorces composites), 
tout en restant suffisamment courtes pour ne pas introduce d'interactions stables 
entre amorces composites. Ceci permet en outre de renforcer la specificite des 

10 amorces composites resultantes. 

II est egalement a noter que les caracteristiques des rallonges nucleotidiques selon 
l'invention (notamment la faible stabilite d' interaction) different radicalement de 
celles qui ont ete proposee precddemment pour des rallonges utilises en PCR 
15 multiplex qualitative, car la grande taille et la composition des rallonges \ 
proposees pour la PCR multiplex qualitative les rendaient necessairement tres ,> 
stables dans leurs appariements. 

L'etape e) traduit le fait que, grace a ces rallonges particulieres, les amorces 
20 composites r£sultantes ne forment, au sein d'une meme plurality aucun 
appariement stable. Le terme « stabilite » utilise dans la presente demande en 
relation avec 1'eventuel duplex que pent former, par appariement de bases, un 
oligonucleotide tel qu'une rallonge, un segment d'hybridation ou une amorce 
composite est entendu selon le sens et la portee que lui donne Fhomme du metier. 
25 11 revet ainsi un sens et une portee moleculaire et thermodynamique, qui peuvent 
etre definis par le parametre AG de variation d'energie libre liee a la formation 
d'un eventuel appariement. La stabilite d'un duplex oligonucleotidique est en 
effet determines d'apres la formule generate AG = G pro <wt - G^nif*, qui Dermet de 
calculer le changement d'energie libre produit par cette reaction chimique. Les 
30 valeurs de AG, qui definissent la stabilite d'un appariement entre nucleotides, sont 
le plus souvent negatives, ce qui indique que les reactions entre oligonucleotides 
precedent spontanement dans le sens «reactifs (oligonucleotides separds) => 
produit (duplex parti el ou total)», toute reaction chimique ayant lieu spontanement 
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dans le sens d'une diminution de l'energie libre. II est neanmoins plus ais6 de 
comparer les stabilites de differentes appariements d' oligonucleotides en ne 
considerant que les valeurs absolues de AG, une valeur absolue |AG| elevSe 
exprimant une stabilite elevee, et une valeur |AG| faible exprimant une stabilite 
faible. 

Sauf indication contraire, toutes les valeurs de AG indiquees dans la presente 
demande ont ete obtenues a l'aide de la version 5.0 du logiciel commercialise sous 
la marque « Primer Premier ». Ce logiciel est disponible aupres de la societe 
PREMIER Biosoft International, 3786 Corina Way, Palo Alto, CA 94303-4504, 
U.S.A. f http://www.premierbiosoft.comy II existe en effet dans le commerce des 
logiciels qui, a partir de la donnee de deux sequences, calculent la variation 
d'energie libre AG liee a la formation d'un eventuel appariement entre ces deux 
sequences. Le logiciel « Primer Premier » en est un exemple. II suit le procede 
decrit par Breslauer KJ et al 1986 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Juin 1986, Vol. 
83, pp. 3746-3750, « Predicting DNA duplex stability from the base sequence »). 
Brievement, le procede decrit par Breslauer KJ et al 1986 suit le calcul suivant : 

AG = -(Ag i + Ag sym ) + Z x Ag x 

avec : 

Agi etant egal a 5 kcal pour les duplex contenant des paires de bases G • C, 
et etant egal a 6 kcal pour les duplex composes exclusivement de paires de bases 
A-T, 

Agsym etant egal a 0,4 kcal pour les duplex formes h partir d'une sequence 
auto-complementaire, et etant egal a 0 kcal pour les duplex form6s a partir de 
deux sequences complementaires, 

E x Ag x etant egal a la somme des stabilites relatives de chaque interaction 
connue sous le nom de « interaction de proche voisinage » que Ton peut observer 
entre les deux brins du duplex (« nearest-neighbor interactions »), cn ouivaht Ics 
valeurs de Ag x suivantes : 
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Interaction de 
proche voisinage 


Ag x (en kcal/mol) 


AA/TT 




AT/TA 


1,5 


TA/AT 


0,9 


CA/GT 


!> 9 


GT/CA 


1,3 


CT/GA 


1,6 


GA/CT 


1,6 


CG/GC 


3,6 


GC/CG 


3,1 


GG/CC 


3,1 



Les interactions connues sous le nora d'interactions de proche voisinage 
(« nearest-neighbor interactions ») correspondent aux interactions qui resultent de 

5 la presence sur un brin du duplex d'une paire de bases qui est comptementaire de 
la paire de bases qui lui correspond sur l'autre brin du duplex. Ainsi, pour les 
duplex d'ADN, dix types d'interactions de proche voisinage sont possibles : 
dAA/dTT, dAT/dAT, dCG/dCG, dCT/dAG, dGA/dTC, dGC/dGC, dGG/dCC, 
dGT/dAC, dTA/dTA et dTG/dCA. Pour chacune de ces interactions de proche 

10 voisinage que Ton identifie dans le duplex, on affecte la valeur de stabilite relative 
Ag x qui lui correspond, la somme de toutes ces stabilites relatives donnant la 
valeur I x Ag x . Cette somme de stability relatives est ensuite ponderee par les 
valeurs des parametres Agj et Ag symi comme ci-dessus indique. 

15 Dans la pr&ente demande, les termes tels que « oligonucleotide », 
■ « amplification », « amorce » icvetcnt les significations usuolks qui- leur sent 
donnees dans le domaine de la biologie moleculaire en general, et des reactions 
d'amplifications en chaine par enzyme de type polymerase, en particulier. 
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Brievement, le terme « oligonucleotide » implique usuellement un enchainement 
de plus de deux nucleotides, pr6ferentiellement de plus de trois nucleotides, 
jusqu'a une trentaine de nucleotides. Pour ce qui est des rallonges 
oligonucleotidiques selon l'invention, une taille comprise entre 8 et 18, 
5 preferentiellement entre 8 et 14 nucleotides, bornes incluses s'est revelee 
appropriee pour une application au genome humain. 

Le terme « amplification » fait reference a l'operation par laquelle le nombre de 
copies d'une sequence nucleotidique cible presente dans un echantillon se trouve 

10 multiplie, c'est-a-dire, brievement, un procede qui utilise une enzyme a activite 
polymerasique et une amorce ou paire d'amorces pour augmenter la quantite 
d'une s6quence nucleotidique particuliere appelee cible, par polymerisation des 
quatre bases dATP, dTTP, dGTP et dCTP, selon P enchancement nucleotidique de 
la sequence cible. L'enzyme la plus couramment utilisee pour ces procedes 

15 d'amplification en chaine est une polymerase (amplication par PCR), mais 
d'autres enzymes, par exemple une ligase, peuvent etre utilis6es. 
La sequence nucleotidique cible est g6neralement contenue a l'interieur d'un 
acide nucleique ou melange d'acides nucleiques (matrice nucleotidique), k partir 
duquel on cberche a Tamplifier. Dans certains cas, toutefois, la sequence 

20 nucleotidique cible et la matrice nucleotidique ne sont qu'une seule et m§me 
entite. 

Dans la pratique, Tamplification est g6n<§ralement realisee par une succession de 
cycles de hybridations-elongations-d6naturations, et les produits issus d'un cycle 
d'amplification servent alors de matrice au cycle suivant. 

25 

Le terme « amorce » ou « amorce d'amplification » fait reference a un 
oligonucleotide qui est capable d'agir comme un point d'initiation de la synthese 
de maniere a synthetiser un produit d'extension qui comprend la sequence 
nucleotidique cible visde, c'est-a-dire un oligonucleotide dont la sequence est telle 
30 que cet oligonucleotide s'hybride sur la cible qui doit etre amplifiee, ou sur 
l'eventuel acide nucteique ou melange d'acides nucleiques dans Jequel cette 
sequence nucleotidique cible est contenue, h un site tel et avec une affinite telle 
qu'il est possible de Telonguer a 1'aide d'une enzyme a activite polymerasique par 



1 er depot 



20 

comptementarite avec la sequence sur laquelle il s'est hybride, la repetition 
• cycliques de telles hybridations-elongations-denaturations conduisant a amplifier 
ladite cible selon une cinetique exponentielle. 

Les amorces d' amplification doivent presenter une sequence suffisamment 
5 complementaire avec l'acide nucleique ou melange d'acides nucleiques pour 
permettre a l'enzyme a activite polymerasique d'exercer son activite d'elongation. 
Pour que la reaction d'amplification soit specifique de la cible visee, il est 
n6cessaire que la (ou les) amorce(s) utilisee(s) ait(aient) une sequence 
parfaitement complementaire de la s6quence de la cible. Les amorces 
10 d'amplification sont generalement relativement courtes (de l'ordre de 15 a 30 
nucleotides), mais peuvent presenter une plus grande longueur dans certaines 
conditions expdrimentales. Elles sont le plus souvent utilis6es par paires, chaque 
membre d'une meme paire etant alors choisi de maniere a ce qu'une fois hybride 
sur l'acide nucleique ou.m61ange d'acides nucleiques, ils forment ensemble les . 
15 bornes de la cible. 

Ledit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques pent, etre de l'ADN, de i 
l'AKN, de l'ADNc, isole ou synthetise. Cet acide nucleique ou m61ange d'acides \ 
nucleiques peut etre apporte sous forme purifiee ou pure, ou bien sous forme non- . 
20 purifiee, dans la mesure ou il reste accessible aux segments d'hybridation qui. 
doivent s'apparier avec lui. II peut done tout aussi bien s'agir d'un echantillon 
biologique ou microbiologique qui donne acces a son contenu nucleotidique de 
telle sorte qu'une amorce puisse s'y hybrider. 

Ledit acide nucleique ou mdlange d'acides nucleiques peut etre simple-brin ou 
25 double-brin (s'il est double-brin une etape de d6naturation sera prevue afin de 
permettre l'hybridation des segments contenus dans les amorces composites). 
L'invention peut etre mise en oeuvre sur tout type d'acide nucleique ou melange 
d'acides nucleiques. En effet, a la connaissance des inventeurs, une plurality de 
paires d'amorces composites conforme a la prdsente invention peut etre produite 
30 pour tout organisme ou microorganisme dont le genome entier ou une partie 
significative du genome a, a ce jour, ete sequence. 
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Ledit acide nucleique on melange d'acides nucleiques pent ainsi etre issu de 
cellules animates, de cellules vegetales, ou de tout autre organisrne dont le 
genome est diploide ou polyploids 

Par exemple, ledit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques peut ainsi etre 

5 issu d'un vegetal tel que le mai's, le ble, le colza, le tabac, et tout autre vegetal 
utilise pour la trangenese ou dont la variation du nombre des copies de certains 
genes a un effet phenotypique important, par exemple en relation avec la 
croissance ou avec la resistance a des conditions parti culieres. 
Ledit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques peut egalement etre issu 

10 d'un microorganisme, tel que levure, champignon. 

Ledit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques peut egalement etre issu 
d'un animal invertebre tel que ver, insecte, arachnide, mollusque, ou d'un animal 
vertebr6 tel que poisson, reptile, oiseau, mammifere. Par exemple, Tanimal 
mammifere peut etre un rongeur (Japin, souris, rat, cochon d'inde, hamster, par 

15 exemple), un bovin (par exemple une vache), un ovin (un mouton, une chevre, par 
exemple), un porcin (par exemple un cochon). Selon un mode de realisation 
avantageux de 1'invention, ledit animal est un mammifere, et preferential ement 
un etre humain. Selon un mode particulierement avantageux de realisation de 
1'invention, la sequence des rallonges des amorces composites selon 1'invention 

20 est absente ou rare dans le genome humain. 

La sequence du genome humain est la sequence consensus resultant de la 
collection de toutes les sequences realisees sur du maieriel gendtique humain. Les 
caracteristiques generates de cette sequence sont decrites dans Lander et ah 2001 
(Nature 2001, 409:860-921 « Initial sequencing and analysis of the human 

25 genomev>). Cette sequence est disponible en ligne sur le site du National Center of 
Biological Information (NCBI) : 
http://wwv/.ncbi.nlm.nih.gov/senome/guide/human . 

La recherche des sequences rares dans le genome humain peut etre realisee k 
l'aide du programme informatique « Basic Local Alignment Score Tools » 
30 (BLAST) disponible en ligne sur le site : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ . 
en suivant les instructions qui y sont donndes pour la recherche de sequences 
courtes. 
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Lorsque Ton dispose tie rallonges dont la sequence est absente ou rare du genome 
■ de l'espece a laquelle appartient le materiel nucleotidique sur lequel va etre 
appliquee V amplification multiplex, par exemple des rallonges dont la sequence 
est rare ou absente du genome humain, on peut alors, a partir de ces rallonges, 
5 produire des amorces composites conformes a l'invention, qui sont utilisables 
pour n'importe quelles cibles contenues dans le genome de l'espece en question. 
Ceci est particulierement avantageux en terme de gamme d'applicabilite. Comme 
il sera illustre ci-dessous, de telles rallonges, qui sont absentes ou rares du genome 
. humain, sont fournies par la presente invention. 

10 

Avantageusement, ledit acide nucl6ique ou melange d'acides nucleiques est issu 
de cellules de mammiftres, et notamment de cellules humaines. 

De maniere remarquable, ledit acide nucl&que. ou melange d'acides nucleiques . 

15 peut etre de PADN genomique total. L'homme du metier connait de Tart anterieur 
de nombreux protocoles pour extraire, k partir d'une source biologique, du 
materiel nucleotidique de maniere generate (ADN ou ARN), et de l'ADN 
g&iomique en particulier (c/ Maniatis et ah "Molecular Cloning : A Laboratory 
Manual" 9 Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York). Les protocoles les 

20 plus utilises pour P extraction de PADN gdnomique total, et en particulier de 
PADN genomique total humain sont ceux bases sur la proteinase K et ceux 
utilisant des colonnes d'affmite pour l'ADN disponibles dans le commerce. Ledit 
acide nucleique ou melange d'acides nucleiques peut done correspondre a PADN 
genomique total de Porganisme ou microorganisme dont il est issu, et notamment 

25 a de 1 'ADN genomique total humain. 

Pour des applications a visee medicale, on choisira done de preference une 
rallonge dont Penchainement oligonucleotidique n'est pas represents dans le 
g6nome humain ou n'y est que faiblement represents Pour des applications a 
30 visee vet&inaire, on choisira une rallonge dont l'enchainement oligonucleotidique 
n'est pas represents dans le genome de l'animal consider^, ou n'y est que 
faiblement repr6sent6. 
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Lorsque l'acide nucleique ou le melange decides nucleiques est le genome 
humain, la presente invention demontre qu'il est possible de produire des 
rallonges conformes a Pinvention dont la taille n'est que de 8 a 18 nucleotides, 
preferentiellement de 8 a 15 nucleotides, plus preferentiellement de 8 a 14, encore 
5 plus preferentiellement de 8 a 12 nucleotides, tres preferentiellement de 10 
nucleotides. Une rallonge courte, dont la taille se situe par exemple entre 8 et 14 
nucleotides, permet, par rapport a une rallonge nucleotidique plus longue, de 
synthetiser des amorces composites de meilleure qualite, notamment lorsqu'un 
marqueur de type fluorochrome doit y etre associe. 

10 

Selon un mode prtferentiel de realisation de Tinvention, la sequence de la 
rallonge des amorces composites sens, ainsi que celle de la rallonge des amorces 
composites antisens sont chacune constitutes d'un enchamement de 10 
nucleotides dont la teneur en GC est comprise entre 20% et 60% (bornes 
15 incluses), preferentiellement entre 20% et 50% (bornes incluses), plus 
prdferentiellement entre 35 et 45% bornes incluses, tres preferentiellement une 
teneur en GCde 40%. 

Tres preferentiellement, la sequence de la rallonge des amorces composites sens, 
ainsi que celle de la rallonge des amorces composites antisens soht chacune 
20 constitutes d'un enchainement de 10 nucleotides tel que 1'appariement complet 
avec Tenchainement de 10 nucleotides qui constitue son complementaire parfait 
presente une energie libre de formation AG qui ne ddpasse pas 1 1 kcal/mol. 

A titre illustratif, des rallonges de 10 nucleotides specialement adaptees a 
25 Panalyse du genome humain sont proposees dans la prtsente demande, k savoir 
les rallonges de sequence CGT TAG ATA G (SEQ ID NO :1), de sequence GAT 
AGG GTT A (SEQ ID NO :2), et les sequences compltmentaires de SEQ ID 
NO :1 et de SEQ ID NO :2 (respectivement : CTA TCT A AC G SEQ ID NO :47, 
et TAA CCC TAT C SEQ ID NO :48). La sequence SEQ ID NO :1 et sa 
30 complementaire sont, de maniere avantageuse, utilisees en tant que rallonge 
d'amorce sens, et la sequence SEQ ID NO :2 et sa complementaire en tant que 
rallonge d'amorce antisens. 
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La presente demande de brevet vise done plus particulierement les paires de 

rallonges suivantes : 

- les sequences SEQ ED NO :1 et SEQ ID NO :2 respectivement, 

- la s6quence SEQ ID NO :1 et la sequence complementaire de SEQ ID 
5 NO :2 (SEQ ID NO :48) respectivement, 

- la sequence complementaire de SEQ ID NO :1 (SEQ ID NO : 47) et la 
sequence SEQ ID NO :2 respectivement, et 

- la sequence complementaire de SEQ ID NO :1 (SEQ ID NO :47) et la 
sequence complementaire de SEQ ID NO :2 (SEQ ID NO :48) respectivement. 

10 La presente demande de brevet vise ainsi toute pluralite d'amorces composites 
sens et antiseris pour laquelle la rallonge des amorces composites sens ou/et celle 
des amorces composites antisens est/sont choisie/choisies parmi le groupe 
constitue par la sequence de SEQ ID NO :1, la sequence de SEQ ID NO :2, et 
leurs sequences complementaires (SEQ ID NO :47 et SEQ ID NO :48, 

15 respectivement), ou bien pour laquelle la sdquence de la rallonge des amorces 
composites sens et celle des amorces composites antisens forment une paire de 
sequences choisie parmi le groupe constitue par les paires de sequences suivantes 

- la sequence SEQ ID NO :1 et la sdquence de SEQ ID NO :2, 

20 - la sequence de SEQ ID NO :1 et la sequence complementaire de SEQ ID 

NO :2 (SEQ ID NO: 48), 

- la sequence compl6mentaire de SEQ ID NO :1 (SEQ ID NO : 47) et la 
sequence SEQ ID NO :2, 

- la sequence complementaire de SEQ ID NO :1 (SEQ ID NO :47) et la 
25 sequence compl6mentaire de SEQ ID NO :2 (SEQ ID NO : 48). 

La presente demande fournit aussi plusieurs exemples de paires de segments 
d'hybridation qui, lorsqu'ils sont associes a une rallonge conformement a 
Tinvention, forment des amorces composites selon l'invention. On pourra ainsi 
30 utiliser les sequences de : 

- SEQ ID NO :3 et SEQ ID NO :4 comme segments d'hybridation sens et 
antisens, respectivement, d'un court fragment exonique situe sur le gene PRODH, 
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- SEQ ID NO :7 et SEQ ID NO :8 comme segments d'hybridation sens et 
antisens, respectivement, d'un court fragment exonique situe sur le gene UFD1L, 

- SEQ ID NO :9 et SEQ ID NO :10 comme segments d'hybridation sens et 
antisens, respectivement, d'un court fragment exonique situe sur le gkne ARVCF, 

5 - SEQ ID NO :11 et SEQ ID NO :12 comme segments d'hybridation sens 

et antisens, respectivement, d'un court fragment exonique situe sur le gene 
HSPOX2, 

- SEQ ID NO :13 et SEQ ID NO :14 comme segments d'hybridation sens 
et antisens, respectivement, d'un court fragment exonique situe sur le gene H1RA, 

10 - SEQ ID NO :27 et SEQ ID NO :28 comme segments d'hybridation sens 

et antisens, respectivement, d'un autre court fragment exonique situe sur le gene 
PRODH, 

- SEQ ID NO :29 et SEQ ID NO :30 comme segments d'hybridation sens 
et antisens, respectivement, d'un court fragment exonique situe sur le gene 

15 USP18, 

- SEQ ID NO :31 et SEQ ID NO :32 comme segments d'hybridation sens 
et antisens, respectivement, d'un court fragment exonique situ6 sur le gene DGSA, 

- SEQ ID NO :33 et SEQ ID NO :34 comme segments d'hybridation sens 
et antisens, respectivement, d'un court fragment exonique situe sur le gene 

20 DGRC6, 

- SEQ ID NO :35 et SEQ ID NO :36 comme segments d'hybridation sens 
et antisens, respectivement, d'un court fragment exonique situe sur le gene 
DGCR2. 

25 En couplant la rallonge de SEQ ID NO : 1 a chaque segment d'hybridation sens, et 
la rallonge de SEQ ID NO :2 a chaque segment d'hybridation antisens, on obtient 
les amorces composites sens et antisens de sequences respectives : 

- SEQ ID NO :15 et SEQ ID NO : 16 pour amplifier un court fragment sur 
le gene PRODH, 

30 - SEQ ID NO :19 et SEQ ID NO :20 pour amplifier un court fragment sur 

le gene UFD1L, 

- SEQ ID NO :21 et SEQ ID NO :22 pour amplifier un court fragment sur 
le gene ARVCF, 
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- SEQ ID NO :23 et SEQ ID NO :24 pour amplifier un court fragment sur 
. legene HSPOX2, 

- SEQ ID NO :25 et SEQ ID NO :26 pour amplifier un court fragment sur 

le gene HIRA, 

5 - SEQ ID NO :37 et SEQ ID NO :38 pour amplifier un autre court 

fragment sur le gene PRODH, 

- SEQ ID NO :39 et SEQ ID NO :40 pour amplifier un court fragment sur 

le gene USP18, 

- SEQ ID NO :41 et SEQ ID NO :42 pour amplifier un court fragment sur 

10 legene DGSA, 

- SEQ ID NO :43 et SEQ ID NO :44 pour amplifier un court fragment sur 

le gene DGRC6> 

- SEQ ED NO :45 et SEQ ID NO :46 pour amplifier un court fragment sur 
le gene DGCR2. 

15 

Ces amorces composites sont utiles a Fexploration de la region chromosomique 
22ql 1 humaine. Comme illustre en exemples 1 et 2 ci-dessous, les paires 
d'amorces composites sens et antisens (SEQ ID NO :15 ; SEQ ID NO :16), (SEQ 
ID NO :19 ; SEQ ID NO :20), (SEQ ID NO :21 ; SEQ ID NO :22) et (SEQ ID 

20 NO :23 ; SEQ ID NO :24) ont permis une amplification multiplex quantitative de 
leurs cibles, et cela a partir de l'ADN genomique humain total. Cette pluralite de 
paires d'amorces composites selon Tinvention a ainsi permis de determiner les 
bornes de la deletion qui est observ6e dans la region chromosomique 22ql 1 dans 
le cadre du Syndrome de DiGeorge. Comme illustre en exemple 2 ci-dessous, les 

25 paires d'amorces composites sens et antisens (SEQ ID NO ;37 ; SEQ ID NO :38), 
(SEQ ID NO :39 ; SEQ ID NO :40), (SEQ ID NO :41 ; SEQ ID NO :42), (SEQ 
ID NO :43 ; SEQ ID NO ;44) et (SEQ ID NO :45 ; SEQ ID NO :46), mises en 
oeuvre en multiplex sur l'ADN genomique total humain, ont permis de focaliser 
sur une region particuliere au sein de celle qui est deletee dans le cadre du 

30 Syndrome de DiGeorge, et ont ainsi permis d'identifier le gene PRODH comme 
un excellent candidat pour une implication dans la schizophrenic 
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Un gene non remanie peut etre amplifie en multiplex a titre de t6moin ou d'etalon. 
Par exemple, lorsque Ton vise nn chromosome particulier tel que le chromosome 
22, on peut choisir une cible sur un autre chromosome, par exemple une cible sur 
le chromosome 2, telle qu'un court fragment exonique situ6 dans le gene MSH2 
5 (par exemple, a Paide du segment d'hybridation sens de SEQ ID NO :5 et du 
segment d'hybridation antisens = SEQ ID NO :6, qui peuvent etre respectivement 
couples aux rallonges de SEQ ID NO :1 et SEQ ID NO :2, formant ainsi les 
amorces composites sens et antisens de sequences respectives SEQ ID NO :17 et 
SEQ ID NO: 18). 

10 

Des amorces composites selon 1 'invention peuvent done par exemple comprendre, 
a titre de segment d'hybridation associe a la rallonge de SEQ ID NO :1 ou de 
sequence complementaire de SEQ ID NO :1 (SEQ ID NO : 47), une sdquence 
choisie parmi le groupe constitue par les sequences de SEQ ID NO :3, SEQ ID 

15 NO :5, SEQ ID NO :7 3 SEQ ID NO :9, SEQ ID NO :1 1, SEQ ID NO :13 SEQ ID 
NO:27, SEQIDNO:29, SEQIDNO:31, SEQ ID NO : 33, SEQ ID NO :3 5 
(groupe des amorces composites sens des exemples 1 et 2 presentes ci-dessous). 
. Les amorces composites qui comprennent la sequence de SEQ ID NO :2 ou la 
sequence complementaire de SEQ ID NO :2 (SEQ ID NO : 48) comme rallonge, 

20 peuvent par exemple comprendre, a titre d'amorce d'amplification, une sequence 
choisie parmi le groupe constitue par les sequences de SEQ ID NO :4, SEQ ID 
NO :6, SEQ ID NO :8, SEQ ID NO :10, SEQ ID NO :12, SEQ ID NO :14, SEQ 
ID NO :28, SEQ ID NO :30, SEQ ID NO :32, SEQ ID NO :34, SEQ ID NO :36 
(groupe des amorces composites antisens des exemples 1 et 2 pr6sentes ci- 

25 dessous). 

Avantageusement, les amorces composites d'une meme plurality de paires 
presentent chacune un segment d'hybridation dont la temperature de fusion Tm 
est comprise entre 50 et 65°C, preferentiellement entre 58 et 62°C, toutes bornes 
30 incluses. Tres preferentiellement, les amorces composites d'une meme pluralite de 
paires presentent chacune une temperature de fusion Tm superieure a 65°C, 
preferentiellement comprise entre 68°C et 72°C, toutes bomes incluses. 
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Les rallonges selon 1'invention peuvent etre utilisees sans marquage, en mettant 
. en oeuvre d'autres moyens, connus par l'homme de Tart et capables de reveler et 
mesurer les produits de la PCR (par exemple, analyse par spectrographie de masse 
de type MALDI-TOF). 

5 Toutefois, pour faciliter 1'etape de mesure quantitative des produits amplifies, les 
rallonges selon l'invention peuvent en outre porter un ou plusieurs composes non 
oligonucleotidiques, tels qu'un marqueur qui permet la detection quantitative de 
produits nucleotidiques, par exemple un compost chimioluminescent, un compose 
radioactif, un fluorophore, une biotine* De preference, ce marqueur est une 

10 fluoresc6ine telle que 6-FAM (commercialism par exemple par la soci&e 
Applied-Biosystems). 

Une pluralite de paires d'amorces comppsites conforme a l'invention comprend 
au moms deux paires d'amorces composites, et il n'y a pas de limite superieure 

15 universale qui serait applicable au nombre de paires qui peuvent faire partie 
d'une meme pluralite tout eri restant quantitatif, Les inventeurs ont neanmoins pu 
constater que, grace a la presente invention, Ton peut amplifier simultan&nent 
plus de dix cibles, par exemple de 2 a 15 sequences nucleotidiques cibles en 
multiplex a partir d'un meme acide nucleique ou melange d'acides nucleiques de 

20 depart (par exemple, a partir de TADN g6nomique total d'un humain), tout en 
restant quantitatif. 

Pour produire une pluralit6 de paires d'amorces composites sens et antisens selon 
P invention, on peut suivre un procede qui comprend les etapes suivantes : 

25 

a) Ton selectionne parmi : 

- des paires de segments d'hybridation sens et antisens qui chacune 
forment une paire d 5 amorces sens et antisens pour une desdites 
sequences nucleotidiques cibles, et 
30 - des rallonges nucleotidiques qui sont absentes dudit acide 

nucleique ou melange d'acides nucleiques, ou qui a tout le moins 
n'y sont presentes qu'a une frequence au moins deux fois 
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inferieure a celle prevue statistiquement pour une sequence 
aleatoire de la meme taille, 

une pluralite de paires de segments d'hybridation sens et antisens qui 
5 couvre la plurality de sequences nucleotidiques cibles visee, et 

une paire de rallonges nucleotidiques, 
dont les sequences respectives sont telles que : 

lorsque Tune des deux rallonges sdlectionnees est liee a l'extremite 5' de 
10 chaque segment d'hybridation sens selectionne, et que 1'autre des deux 

rallonges selectionndes est life a l'extremitd 5' de chaque segment 
d'hybridation antisens selectionne, alors : 

- chaque amorce composite sens ou antisens resultante a une temperature 
15 Tm.de fusion d'une valeur de 10 a 15°C superieure (bornes incluses) a celle que 

presenterait son segment d'hybridation nu sans rallonge, et 

- chaque amorce composite sens ou antisens resultante a une sequence telle 
qu'elle ne peut former avec elle-meme, ou avec une autre amorce composite 
resultante, un appariement complet ou partiel de bases pour lequel la variation 

20 d'6nergie libre AG liee a la formation de cet appariement serait superieure a 14 
kcal/mol, 

b) on produit la pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens 
qui resulte de la selection de la pluralite de paires de segments d'hybridation et de 
25 la paire de rallonges faite a l'etape a), et de Tadjonction de la sequence d'une des 
deux rallonges s61ectionn6es a l'extremite 5' de chaque segment d'hybridation 
sens de la pluralite selectionnee, et de l'adjonction de la sequence de l'autre des 
deux rallonges selectionnees a l'extr6mite 5' de chaque segment d'hybridation 
antisens de la pluralite selectionnee. 

30 

Pour produire une plurality de paires d'amorces composites selon Tinvention, on 
peut egalement suivre un procede qui comprend les etapes suivantes : 
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a) Ton selectionne une pluralite de paires de segments d'hybridation sens 
. et antisens : 

- au sein de laquelle chaque paire de segments constitue une paire 
d'amorces sens et antisens pour chacune des sequences nucleotidiques 

5 cibles visSes, et 

- au sein de laquelle aucun segment ne peut former avec lui-meme ou 
avec un autre segment de cette pluralite, un appariement complet ou 
partiel de bases pour lequel la variation d'energie libre AG liee a la 
formation de cet eventuel appariement serail superieure a 14 kcal/mol, 

1 0 preferentiellement 1 3 kcal/mol, plus preferentiellement 1 2 kcal/mol, 

b) on selectionne deux rallonges nucleotidiques : 

- dont les sequences respectives sont absentes dudit acide nucleique ou 
melange d'acides nucleiques, ou a tout le moins qui n'y sont presentes qu'a une 

15 frequence au moins deux fois inferieure a celle prevue statistiquement pour une 
sequence aleatoire de la mSme taille, et 

- qui ont des sequences respectives telles que leur adjonction, pour 1'une a 
l'extremit6 5' de chacun des segments d'hybridation sens selectionnSs a l'etape a), 
et pour l'autre a 1'extremite 5' de chacun des segments d'hybridation antisens 

20 sdlectionnes a l'etape a), ne conduit pas a un ensemble d'amorces composites sens 
et antisens au sein duquel une amorce composite serait capable de former avec 
elle-m6me ou avec une autre amorce composite de cet ensemble un appariement 
complet ou partiel de bases a la formation duquel correspondrait une variation 
d'energie libre AG superieure a 14 kcal/mol, 

25 

c) Ton produit une pluralite de paires d'amorces composites sens et 
antisens en ajoutant la sequence de l'une des deux rallonges selectionn6es a 
l'etape b) a I'extr6mit6 5' de chaque segment d'hybridation sens selectionne a 
Petape a), et en ajoutant la sequence de l'autre des deux rallonges sdlectionnees a 
30 l'etape b) a 1'extremite 5' de chaque segment d'hybridation antisens selectionne a 
l'etape a), ce qui constitue une plurality de paires d'amorces composites selon 
l'invention. 
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Preferentiellement, lesdits segments d'hybridation, qu'ils soient sens ou antisens, 
ont chacun (en l'absence de rallonge) une temperature de fusion Tm comprise 
entre 50 et 65°C (bornes incluses). 

5 La presente demande de brevet vise ainsi toute pluralite de paires d'amorces 
composites susceptible d'etre obtemie par un procede de production de pluralite 
de paires d'amorces composites selon l'invention. 

La presente demande de brevet vise 6galement, individuellement en tant que 
produit, toute paire d'amorces composites sens et antisens qui est choisie au sein 
1 0 d'une telle pluralite, 

A la connaissance de la Demanderesse, aucune rallonge de l'art anterieur n'avait 
ete construite de maniere a ce qu'elle limite la formation d'appariements stables 
intra- et inter-moteculaires lors de la PCR multiplex. 

15 Or, les nouvelles rallonges selon ^invention ainsi que les amorces composites qui 
les contiennent sont precisement choisies de maniere a eviter la formation de 
telles interactions, et il est ici demontr6 que de telles rallonges, lorsqu'elles sont 
utilisees dans les conditions operatoires nouvelles d6finies pour cette invention, 
permettent d'acceder a un niveau quantitatif de precision lors de P amplification 

20 simultan6e d'un grand nombre de cibles nucleotidiques, les performances 
quantitatives restant optimales meme au-dela de dix cibles simultanement 
amplifiees. 

Une maniere commode et efficace de selectionner des rallonges qui 
25 n'augmenteront pas de maniere significative le AG des segments selectionnes 
pour la production d'amorces composites conformes a l'invention, et qui, en 
outre, seront utilisables en adjonction avec une tres large gamme de segments 
d'hybridation est de suivre le procede de production de paires de rallonges dites 
universelles qui suit. Ce procede pour produire une paire de rallonges dites 
30 universelles comprend les etapes suivantes : 

a) Ton choisit au moins 30 paires de segments d'hybridation sens et 
antisens : 
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- qui forment chacune une paire d'amorces sens et antisens pour une cible 
• nucleotidique, de maniere a viser au moins 30 cibles nucteotidiques differentes sur 

ledit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, et en veillant a ce que ces 
an moins 30 cibles presentent une distribution uniforme sur toute la longueur 
5 dudit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, ou a tout le 
moins dans la(les) r6gion(s) dans laquelle(lesquelles) se trouvent les sequences 
nucleotidiques cibles dont l'amplification en multiplex est recherchee, et 

- dont chaque segment presente une temperature de fusion Tm comprise 
entre 50 et 65°C (bornes incluses), 

10 constituant ainsi un ensemble de couples de segments sens et antisens tests, 

b) pour chaque couple de segments tests de 1' ensemble, on determine la 
valeur maximale de variation d'energie libre AG que ce couple peut presenter, par. 
appariement partiel ou complet de bases de chacun des deux segments avec lui- . 

1 5 meme ou avec l'autre segment du meme couple, 

c) on selectionne deux rallonges de sequences differentes : 

- qui ne sont pas presentes dans ledit acide nucleique ou melange d'acides 
nucleiques, ou a tout le moins qui n'y sont presentes qu'a une frequence au moins 

20 deux fois inferieure a celle prdvue statistiquement pour une sequence aleatoire de 
la meme taille, et 

- dont l'adjonction, pour Tune a Textremite 5' de chaque segment sens 
test, et pour l'autre a rextrfemite 5' de chaque segment antisens test, conduit a une 
augmentation d'une valeur comprise entre 10 et 15°C (bornes incluses) de la 

25 temperature de fusion Tm de chacun des segments tests, et 

- dont l'adjonction, pour Tune & l'extremite 5' de chaque segment sens 
test, et pour l'autre a Textremite 5' de chaque segment antisens test, ne conduit, 
pour aucun des couples de segments sens et antisens tests a une augmentation de 
plus de 3 kcal/mol de ladite valeur maximale AG determinee pour chaque couple 

30 testal'etapeb), 

d) on produit les deux rallonges selectionn6es. 
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L'ensemble d'au moins 30 cibles nucleotidiques doit etre choisi de maniere a etre 
reprSsentatif de la(les) region(s) dans laquelle(lesquelles) se trouvent les 
sequences nucleotidiques cibles dont 1'amplification en multiplex est recherchee. 
On choisit done un ensemble d'au moins 30 cibles nucleotidiques dont la 
5 repartition est uniforme, au sens statistique du teime. Aucune limite superieure en 
nombre de cibles nucleotidiques tests ne s'impose ; toutefois, un nombre compris 
entre 30 et 60 est generalement suffisant 

Preferentiellement, cet ensemble d'au moins 30 cibles nucleotidiques est 
representatif de l'acide nucleique ou mdlange d'acides nucleiques sur lequel 

10 1' amplification multiplex va etre realisee. Dans ce cas, on obtient en effet une 
paire de rallonges qui est conforme a la presente invention, et qui en outre 
constitue une paire de rallonges universelles pour l'organisme ou le 
microorganisme dont est issu l'acide nuc!6ique ou melange d'acides nucleiques. 
Une telle paire de rallonges a par exemple ete obtenue pour l'espece humaine 

15 (SEQ ID N°l et SEQ N°2, ainsi que leurs complementaires SEQ ID NO : 47 et 
SEQ ID NO : 48). Ces rallonges peuvent done, conformement a la presente 
invention, etre associees a n'importe quels segments dont la cible se situe sur le 
genome humain : les amorces composites resultantes prSsenteront toujours la 
qualite de permettre une amplification multiplex quantitative. 

20 La presente demande de brevet vise ainsi toute paire de rallonges nucleotidiques 
qui est susceptible d'etre obtenue par ce procede. 

Lorsque Ton dispose d'une telle paire de rallonges, on peut alors (chimiquement 
ou virtuellement) les ajouter a des segments d'hybridation selectionnes 

25 conformement a 1'invention, e'est-a-dire qui ne forment avec eux-memes ou entre 
eux aucun appariement stable (pas de AG superieur a 14 kcal/mol), en ajoutant 
1'une des deux rallonges a 1'extremite 5' de chaque segment d'hybridation sens de 
la pluralite de paires qui est destinee a etre mise en ceuvre dans une multiplex, et 
Tautre des deux rallonges a 1'extremite 5' de chaque segment d'hybridation 

30 antisens de cette pluralite. Les amorces composites sens et antisens resultantes, 
dans pratiquement tous les cas, ne formeront entre elles aucun appariement 
complet ou partiel de bases dont le AG serait superieur a 14 kcal/mol. D'ailleurs, 
la plupart ne formeront aucun appariement complet ou partiel de bases dont le AG 
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serait superieur a 12 kcal/mol. Si toutefois, par exception, le couplage d'un 
segment a l'une des deux rallonges selectionnees conduisaient a depasser le seuil 
maximal de 14 kcal/mol, alors il suffirait d'ecarter le segment d'hybridation en 
question, pour en choisir un autre qui presente les memes fonctions que celui 
5 ecarte, mais qui ne conduit pas a un depassement dudit seuil de 14 kcal/mol apres 
couplage avec la rallonge qui lui est destinee. 

Des paires de rallonges selon l'invention, qui presentent le caractere dit 
d'universalite pour Pespece humaine, sont notamment illustrees par les paires de 
10 rallonges choisies parmi le groupe de paires de rallonges de sequences 
respectives : 

- les sequences SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO :2, 

- la sequence SEQ ID NO :1 et la sequence complementaire de SEQ ID 
NO :2 (SEQ ID NO: 48), 

15 - la sequence complementaire de SEQ ID NO :1 (SEQ ID NO : 47) et la 

sequence SEQ ID NO :2, 

- la sequence compldmentaire de SEQ ID NO :1 (SEQ ID NO : 47) et la,; 
sequence compl6mentaire de SEQ ID NO :2 (SEQ ID NO : 48). 

20 La presente demande de brevet vise egalement, individuellement en tant que 
produit, toute rallonge nucleotidique, qui est choisie parmi une telle paire de 
rallonges. 

Une telle rallonge selon l'invention peut communement etre constituee de 8 a 18 
nucleotides, pr6fdrentiellement de 8 a 15 nucleotides, plus preferentiellement 8 a 
25 14 nucl6otides, encore plus preferentiellement 9 a 12 nucleotides, tres 
preferentiellement 10 nucl6otides. 

Sont ainsi plus particulierement visees les rallonges « universelles » qui sont 
absentes du genome humain, ou a tout le moins qui n'y sont presentes qu'a une 
frequence au moins deux fois inferieure (preferentiellement au moins dix fois) a 
30 celle prevue statistiquement pour une sequence aleatoire de la meme taille. 

Les inventeurs ont en effet pu mettre au point des rallonges de cette taille qui 
presentent la propriete dite d'« universalite » pour le genome humain, en ce sens 
qu'elles ont ete constmites par rapport a la sequence consensus du gdnome de 
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l'espece humaine (genome humain disponible sur le site NCBI precite), et qu'elles 
sont de ce fait adaptees a 1' amplification multiplex quantitative de toute cible 
contenne dans un ADN genomique humain. La presente demande de brevet vise 
plus particulierement toute rallonge dont la sequence est SEQ ID NO :1, SEQ ID 
5 NO :2, ou la sequence (de 10 nucleotides) complementaire de SEQ- ID NO :1 
(SEQ ID NO : 47), la sequence (de 10 nucleotides) complementaire de SEQ ID 
NO :2 (SEQ ID NO: 48). 

La presente invention propose en outre un ensemble de rallonges qui conviennent 
10 a une utilisation cornme rallonge dans les amorces composites sens ou dans les 
amorces composites antisens d'une pluralite selon l'invention. Ces rallonges sont : 

- chacune constitutes de 10 nucleotides, 

- prdsentent chacune une teneur en GC comprise entre 20% et 60% (bornes 
incluses, preferentiellement entre 20% et 50% (bornes incluses), plus 

15 preferentiellement entre 35 et 45%, tres preferentiellement une teneur en GC de 
40%, et 

- sont absentes dudit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, ou 
n'y sont tout au plus presentes qu'a une frequence au moins deux fois inferieure 
(preferentiellement au moins dix fois infereiure) a celle statistiquement prevue 

20 pour une s6quence al6atoire de la meme taille. 

On preferera les rallonges dont la sdquence est telle que Tappariement complet 
avec T enchain ement de 10 nucleotides qui constitue son complementaire parfait 
presente une energie libre de formation AG qui ne d6passe pas 1 1 kcal/mol. Les 
rallonges de sequence SEQ ID NO :1 3 SEQ ID NO :2, sequence complementaire 

25 de SEQ ID NO :1 (SEQ ID NO : 47), ou sequence complementaire de SEQ ID 
NO :2 (SEQ ID NO : 48) constituent des exemples de telles rallonges. 

Une amorce composite, sens ou antisens preferentielle selon l'invention a pour 
rallonge une rallonge dite « universale » selon l'invention. Plus particulierement, 
30 la presente demande vise toute amorce composite dont la rallonge a pour sequence 
une sequence choisie parmi le groupe constitue par la sequence de SEQ ID NO :1 
et la s6quence complementaire de SEQ ID NO:l (ces rallonges peuvent, par 
exemple, etre utilisees pour toutes les amorces composites sens), et toute amorce 
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composite dont la rallonge a pour sequence une sequence choisie parmi le groupe 
. constitu6 par la sequence de SEQ ID NO :2 ou la sequence complementaire de 
SEQ ID NO :2 (ces rallonges peuvent, par exemple, etre utilisees pour toutes les 
amorces composites antisens). 

5 

Les rallonges d'amorces selon l'invention permettent de disposer d'amorces 
composites efficaces en terme de precision quantitative tout en restant 
parfaitement evolutives. Les rallonges selon l'invention peuvent ainsi etre 
associees a tout segment d'hybridation souhaite, et etre utilisees dans de 
10 nombreuses applications biologiques, et notamment pour la detection de 
remaniements genomiques, pour la determination des bornes d'un remaniement 
genomique, et pour r identification d'un gene implique dans une maladie 
genetique. 

15 La presente demande de brevet vise done, de maniere generate, toute methode 
pour 1' amplification d'au moins une sequence nucleotidique cible presente dans 
un acide nucl6ique ou un melange decides nucleiques, par hybridations et 
Elongations d'au moins une paire d'amorces d'amplification, caracterisee en ce 
que ladite au moins une paire d'amorces est choisie parmi une pluralite de paires 

20 d'amorces composites sens et antisens selon l'invention. 

Preferentiellement, lorsque un niveau quantitatif de precision est effectivement 
souhaite lors d'une amplification multiplex, les amorces composites sens et 
antisens selon l'invention contiennent des segments d'hybridation sens et antisens 

25 qui pr6sentent des temperatures de fusion (Tm) qui different de moins de 5°C. Par 
exemple, les segments d'hybridation sens et antisens respectivement contenus 
dans une paire d'amorces composites sens et antisens selon l'invention peuvent 
presenter chacun une Tm compris entre 50 et 65°C Une fois associee a une 
rallonge selon l'invention telle que SEQ ID NO :i, SEQ ID NO :2 ou leurs 

30 sequences complejnentaires (SEQ ID NO : 47 et SEQ ID NO : 48), les amorces 
composites sens et antisens r6sultantes presenteront alors generalement chacune 
une Tm supSrieure a 65°C, et de preference comprise entre 68°C et 72°C, toutes 
bornes incluses. 
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La methode d'amplification selon Pinvention peut etre appliquee a tout acide 
nuclei que ou melange d'acides nuclei ques dans lequel ladite (lesdites) s6quence(s) 
nucleotidique(s) cible(s) est(sont) contenue(s). II peut par exemple s'agir d'acide 

5 nucleique ou d'un melange d'acides nucleiques issus de cellules ou de fluides 
humains, mais aussi bien de cellules ou fluides animaux non-humains 
(mammiferes non humains en particulier), tout comme de cellules ou fluides 
d'origine vSgetale. Pour des applications diagnostiques, notamment dans le cadre 
de la detection de remaniements genomiques, cet acide nucleique ou melange 

10 d'acides nucl&ques est le plus souvent d'origine animale, et notamment humaine 
Pour des applications d'identification g&ietique, cet acide nucl&que ou melange 
d'acides nucleiques est le plus souvent d'origine animale, humaine, 
microbiologique ou veg6tale. Des exemples d'echantillons de cellules 
comprennent notamment, dans le domaine des applications cliniques, des 

15 echantillons de cellules sanguines, de cellules epithelial es, de cellules foetales, des 
biopsies. Des exemples de fluide d'origine animale comprennent du sang, de 
Furine, du fluide cerebro-spinal, et de maniere generale, tout fluide qu'un 
organisme sain ou malade.est susceptible d'exsuder ou de contenir. 
En fonction des amorces choisies et de Pacide nucleique ou melange d'acides 

20 nucleiques auquel Pamplification doit etre appliquee, Phomme du metier saura 
ajuster les conditions operatoires appropriees. S'il est choisi de realiser 
Pamplification a Paide d'une polymerase (c'est-a-dire par PCR), des conditions 
de mise en ceuvre comprennent par exemple 

- un milieu d'amplification comprenant, en outre des amorces : 
25 de l,5a5,0mMMgCl 25 

de 10 a 100 mM KC1 ou (NH 4 ) 2 S0 4 ou NaCl 
de 10 a 100 mM Tris-HCl pH 7,5 a 9,0, 

100 M a 500. fiM des quatre d6soxynucleotides triphosphate (dNTPs), 
de 25 a 1 00 Unites/mL de Taq polymerase (par exemple, « Thermoprime 
30 Plus DNA Polymerase » de chez ABgene®), 

- des cycles de temperature permettant d'alterner des periodes d'hybridations et 
d'elongations et de denaturations, typiquement une periode de denaturations a 
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94°C pendant 5 min environ, 18 a 27 cycles de PCR realisees suivant les 
' caracteristiques ci-dessous, suivis par une etape d 'elongations de 5 min a 72°C : 
10 a 30 secondes a 94°C (ddnaturations), 

15 a 45 secondes a une temperature comprise entre 50 et 60°C 
5 (hybridations), 

20 a 60 secondes a 72°C (elongations). 
L'homme du metier saura £galement, a l'aide des techniques classiques, identifier 
et quantifier les produits d'amplification des differents fragments amplifies par la 
m6thode selon l'invention. A titre indicatif, pour identifier et quantifier les 
10 produits d' amplification des differents fragments d'une PCR multiplex 
quantitative, des conditions classiques mises en oeuvre sont par exemple : 

- le marquage d'une des amorces composites de chaque paire d'araorces 
sur son extremite 5' par un fluoropbore, 

- la separation des produits de la PCR multiplex par electrophorese dans un 
1 5 appareil de sequen9age d' ADN utilise en mode d'analyse de fragments, 

- l'enregistrement du profil quantitatif de la distribution de la fluorescence 
suite a I'electrophor&se (appele « electropherogramme »), 

- la supeiposition informatique de chacun des electropherogrammes 
correspondant aux echantillons analyses sur des electropherogrammes 

20 correspondant a des temoins normaux. 

Tout moyen que Vhomme du metier connait pour Identification et Tanalyse 
quantitative des produits de la PCR multiplex peiit Stre utilise dans la mise en 
oeuvre de la presente invention. A titre d'illustration alternative, la revelation 
quantitative des produits damnification de la PCR multiplex peut aussi etre 

25 r^alisee par une 6tape d'hybridation de Tensemble des produits de la PCR 
multiplex sur une ou plusieurs puces d'ADN (ou membranes equivalentes) 
contenant des sequences specifiques de chaque cible. Dans ce mode de revelation, 
chacun des brins fluorescents issus de Tamplification d'une des cibles sera fixe 
quantitativement a une position precise permettant ainsi la lecture quantitative de 

30 l'amplification du fragment correspondant, sans passer par la separation par 
electrophorese. r 



1 er depot 



39 

Selon un aspect particulierement avantageux de V invention, la methode 
d'amplification pent etre multiplex et rester quantitative. La presente demande de 
brevet vise done, selon un mode preferentiel de realisation, toute methode pour 
ramplification simultanee d'une pluralite de sequences nucleotidiques cibles 
5 presentes dans un acide nucleique ou un melange d'acides nucleiques, par 
hybridations et elongations d'une pluralite de paires d'amorces d'amplification, 
caracterisee en ce que ladite pluralite de paires d'amorces d'amplification est une 
pluralite selon T invention, 

Comme indique ci-dessus, les inventeurs ont constate qu'a partir de PADN 
10 genomique total humain, on peut, grSce a la presente invention, amplifier 
simultanement plus de dix cibles, par exemple de 2 a 15 sequences nucleotidiques 
cibles en multiplex tout en restant quantitatif. La limite superieure du nombre de 
cibles analysables simultanement au sein d'une raeme PCR multiplex depend 
surtout des methodes et des moyens mis en oeuvre pour distinguer lesdites cibles 
15 apres amplification et de la precision et de la finesse des prddictions informatiques 
des interactions entre les amorces. 

Les amorces composites selon Pinvention sont particulierement bien adaptees a la 
mise en oeuvre d'une amplification de type QMPSF (« Quantitative Multiplex 
PCR of Short Fluorescent fragments »). Preferentiellement, lesdites sequences 

20 nucleotidiques cibles seront, pour une amplification en multiplex quantitative, 
choisies comme etant de courts fragments* par exemple de 90 a 500 pb, 
prdferentiellement de 90 k 350 pb, tres preferentiellement de 90 a 300 pb. 
Avantageusement, lesdites hybridations et/ou lesdites Elongations seront par 
ailleurs effectu6es en presence d'agents qui facilitent la separation des brins 

25 d'ADN, tel que le dimethyl Sulfoxide (DMSO), le tri&hylammonium acetate 
(TEAA), ou tout agent equivalent (cf Varadaraj K et Skinner DM, 1994, GENE 
140: 1-5 «Denaturants or cosolvents improve the specificity of PCR 
amplification of a G+G-rich DNA using genetically engineered DNA 
polymerases », et Baskaran N, Kandpal RP, Bhargava AK, Glynn MW, Bale A, 

30 ' Weissman SM, 1996, Genome Methods 6 : 633-638 « Uniform amplification of a 
mixture of nucleic acids with vaiying GC content »). 

En effet, ce mode de realisation preferentiel (amorces composites selon 
Pinvention + DMSO, TEAA ou autre compose equivalent) presente Pavantage de 



1er depot 



40 

reduire encore les interactions pendant le deroulement de la PCR que ce soil au 
niveau des amorces composites ou que ce soit au niveau des segments amplifies. 

Afin d'acceder a un niveau quantitatif de precision, il est en outre necessaire de 
5 limiter le nombre des cycles d'hybridations-elongations-denaturations de fa<?on a 
garder une cinetique d'amplification exponentielle pour chacune des cibles 
amplifiees simultanement. Preferentiellement, lesdites hybridations-elongations- 
denaturations seront done effectuees par cycles successifs jusqu'a ce que 
1' amplification de ladite au moins une sequence nucleotidique cible, ou le cas 
10 echeant les amplifications desdites sequences nucleotidiques cibles ait(aient) une 
cinetique en phase exponentielle. 

Avec les rallonges selon Finvention et en utilisant du DMSO a 10%, le nombre 
optimal de cycles se situe gen6ralement entre 1 8 et 27 cycles, par exemple de 22 a 
24 cycles successifs de denaturations-hybridations-dlongations, selon la quantite 
15 initiale de materiel nucleotidique et les conditions particulieres d'amplification 
(cf. exemple 1 ci-dessous). Si Ton a choisi des amorces d'hybridation a 
temperatures de fusion proches, la gamme de temperature a tester pour determiner 
la temperature optimale d'hybridation est par ailleurs restreinte. 

20 Selon un autre aspect particulierement avantageux de ^invention, toutes les 
amorces composites et/ou paires d' amorces composites peuvent 6tre utilisees en 
concentration equimolaire. 

Au final, grace aux rallonges selon Tinvention, Thomme du metier n'aura qu'un 
25 nombre reduit de combinaisons [nombre de cycles x temperature d'hybridation] a 
tester pour determiner les conditions optimales d'amplification. Par exemple, dans 
le cadre de Texemple 1 ci-dessous, la temperature optimale d'hybridation des 
amorces est, en presence de DMSO a 10%, comprise entre 50 et 52°C (bornes 
incluses), ce qui conduit 1'homme du metier a n'avoir a tester que les neuf 
30 combinaisons [22-24 cycles x 50-52°C] pour determiner les conditions operatoires 
optimales. Les amorces composites selon Tinvention ont ainsi des plages de 
conditions optimales d'amplification qui sont etroites, et previsibles a Pavance. 
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II est a noter que la presence de rallonges d'amorces selon Pinvention permet 
d'utiliser des conditions d'hybridation qui, au couts du l er et du 2* me cycle 
d'amplification sont a la limite de la stabilite de l'appariement de l'amorce 
composite sur la cible. II en resulte un gain important en terme de sp&ificite. 

En outre, les amorces composites selon Pinvention preservent la precision 
quantitative des resultats d'amplification, meme lorsqu'elles sont mises en ceuvre 
sur un acide nucleique ou melange d'acides nucleiques qui correspond a une 
region chromosomique, a un chromosome complet ou meme a de PADN 
genomique total. 

Les rallonges et amorces composites selon Pinvention trouvent, du fait de leurs 
quality pour la raise en ceuvre d'une amplification quantitative en general, et 
d'une amplification quantitative multiplex en particulier, de nombreuses 
applications d'interSt dans les domaines biotechnologiques, medicaux et 
vet6rinaires. 

La m&hode d'amplification selon Pinvention, du fait de son caractere quantitatif, 
peut etre mise en ceuvre pour doser certaines cibles nucleotidiques dans un 
echantillon. Elle peut par exemple etre appliquee au dosage du nombre de copies 
de transgenes dans des animaux transgeniques (rongeurs, bovins, ovins, par 
exemple) qui sont utilises pour la mise au point de la production de substances a 
interet bio-m6dical ou bio-technologique, ou destines a cette production. 
Elle peut par exemple etre appliquee, dans le domaine de la biologie animale ou 
veg&ale, a la determination du nombre de copies de genes, ou la presence/absence 
de certains genes, ou les caractSristiques fines de certaines regions 
chromosomiques, pouvant conferer des avantages agronbmiques et pouvant 
intervenir lors de la selection ou du maintien de certains croisements. 

La methode d'amplification selon Pinvention peut notamment etre mise en ceuvre 
pour detecter des remaniements gdnomiques. La presente demande vise ainsi toute 
methode pour determiner la presence ou l'absence d'au moins un remaniement 
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genomique au sein d'un materiel genetique B par rapport a un materiel genetique 
. de reference A, caracterisee en ce que : 

- Ton selectionne au moins une cible micleotidique qui constitue un 
marqueur du ou des remaniement(s) recherche(s), et en ce que 

5 - Ton applique une methode d' amplification selon 1'invention sur ledit 

materiel genetique B, en mettant en ceuvre pour chaque cible selectionnee une 
paire d'amorces composites qui est choisie parmi une pluralite de paires 
d'amorces composites selon l'invention, et qui est adaptee a l'amplification de 
pette cible a partir du materiel genetique B, 

10 ledit materiel B etant considere comme presentant ledit remaniement genetique, 
lorsque le resultat d'amplification de ladite au moins une cible marqueur, obtenu a 
partir du materiel B, est significatiyement different de celui qui serait obtenu k 
partir du materiel de reference A dans des conditions comparables, et 
ledit materiel B etant considere comme ne pr&entant pas ledit remaniement 

15 g6n6tique, lorsque le resultat d'amplification de ladite au moins une cible 
marqueur, obtenu a partir du materiel B, n'est pas significativement different de 
celui qui serait obtenu a partir du materiel de reference A dans des conditions 
comparables. 

• Cette methode peut etre appliquee aux cas de remaniements gdnomiques qui sont 
20 en fait des remaniements geniques, mais aussi, et de maniere particulierement 
avantageuse, aux cas des remaniements chromosomiques, De maniere 
remarquable, une telle m&hode permet de detecter des remaniements 
chromosomiques qui, jusqu'alors, etaient consideres comme cryptiques (non 
detectables par les techniques du caryotype standard), tels que les remaniements 
25 sub-telomeriques impliqu6s dans de nombreux cas de retard mental inexpliques. 
Pour des applications dans le domaine medical, ledit materiel genetique B 
comprend au moins un gene humain : il peut par exemple s'agir d'un echantillon 
qui contient une region chromosomique humaine, un chromosome humain 
complet, ou de FADN genomique humain total. Une telle methode peut etre par 
30 exemple appliquee a la detection des remaniements geniques impliques dans des 
maladies & d6terminisme mendelien, tels que les formes familiales de cancer du 
sein, le cancer colorectal non polyposique hereditaire (HNPCC), L'amyotrophie 
spinale infantile, ou des remaniements chromosomiques dventuellement impliques 
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dans des maladies a determinisms non-mendelien, telle que la schizophrenic ou 
les retards mentaux non expliques. 

La m£thode selon l'invention etant capable de determiner la presence on l'absence 
d'au moins un remaniement g6nomique au sein d'un materiel g£netique B par 
rapport a un materiel genetique de reference A, constitue done une nouvelle 
methode de diagnostic de telles maladies. 

Preferentiellement, conformement a la pr£sente invention, on utilise a titre 
d'amorces d'amplification a associer aux rallonges selon ^invention, des amorces 
d'amplification qui ciblent de courts fragments nucleotidiques (de 90 a 500 pb, 
preferentiellement de 90 a 350 pb, tres preferentiellement de 90 pb a 300 pb) 
choisis sur differents exons representatifs du remaniement suppose. 

Par rapport aux techniques de Tart ant6rieur qui sont adaptees a la detection de 
remaniements chromosomiques, la methode selon l'invention presente de 
nombreux avantages. Par exemple, avec la methode selon l'invention, il n'est pas 
necessaire de proceder a une pre-culture avant analyse (contrairement a la 
m6thode FISH), ni de mettre en oeuvre un equipement de revelation specifique 
(contrairement a la CGH) : elle peut 6tre mise en auvre directement sur un 
echantillon preleve, et ne n£cessite que des moyens utilises couramment pour la 
mise en ceuvre de la PCR fluorescente classiques. La methode selon l'invention 
est en outre tres puissante en terme de sensibility de detection, tout en &ant tres 
simple techniquement et tres peu couteuse par comparaison aux techniques de 
1'art anterieur. Un autre atout majeur reside dans son 6volutivite : les rallonges 
d'amorces d'amplification selon l'invention peuvent etre couplees a toute amorce 
d'amplification souhaitee, leur conferant ainsi Fhomogeneite de cinetique 
souhaitables. 

La methode selon l'invention pour determiner la presence ou l'absence d'au 
moins un remaniement genomique est plus particulierement adaptee a la 
determination de la presence ou l'absence de remaniements genomiques qui 
impliquent une perte de materiel g6n£tique a l'etat heterozygote. 

Les rallonges et amorces composites selon l'invention permettent en outre de 
determiner les bornes de tout remaniement genomique detecte. Pour un patient 
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donne, il est done possible, grace a la presente invention, de determiner 1'etendue 
exacte des remaniements que son materiel genetique presente, et d'ainsi 
■ prononcer un diagnostic bien plus precis, avec des retombees eventuelles sur le 
pronostic et le traitement. La presente demande vise ainsi toute methode pour 
5 determiner au moins une des bornes d'un ou plusieurs remaniement(s) 
genomique(s) qui a(ont) ete d6tecte(s) au sein d'un materiel genetique B par 
comparaison avec un materiel genetique de reference A, caracterisee en ce que : 

a) Ton choisitune region candidate a l'interieur de laquelle ladite au moins 
une borne est potentiellement localisee, 
10 b) Ton choisit, pour chaque remaniement, un jeu de cibles nucleotidiques 

parmi lesquelles au moins une est choisie pour constituer un marqueur de ce 
remaniement, la ou les autres cible(s) etant choisie(s) de part et/ou d'autre de cette 
cible marqueur a l'interieur de la region candidate choisie & Tetape a) de maniere 
a couvrir 1'etendue de cette region candidate, 
15 c) Ton applique une methode d' amplification selon l'invention audit 

materiel genetique B en mettant en qeuvre, pour chaque cible dudit jeu choisi, au 
moins une paire d'amorces composites qui est choisie parmi une pluralite de 
paires d'amorces composites selon l'invention, et qui est adapt6e a Tamplification 
de cette cible a partir dudit materiel genetique A, 
20 d) pour chaque cible, on mesure l'intensite d' amplification ainsi obtenue a 

partir dudit materiel genetique B, et on la compare a Tintensit6 temoin qui serait 
obtenue pour cette meme cible dans des conditions comparables mais en 
appliquant ladite methode d'amplification audit materiel genetique de reference 
A, 

25 • e) on determine si, au sein du jeu de cibles choisi, au moins une cible est 

amplifiee avec une intensite non significativement differente de l'intensite temoin, 
et, si ce n'est pas le cas, on reitere les etapes a) a e) en elargissant la region 
candidate choisie a 1'etape a), 

ladite au moins une borne du ou de chacun des remaniements au sein dudit 
30 materiel genetique B etant consideree comme se trouvant a Pintdrieur d'une zone 
comprise entre : 

- la position de la cible marqueur dudit remaniement, et 
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.- la position de la cible qui a ete amplifiee avec une intensite non 
significativement differente de Tintensite temoin, ou s'il y en a plusieurs, avec 
celle qui est la plus proche de ladite cible marqueur, 

f) si souhaite, on affme la precision de determination de ladite borne, en 
marchant progressivement a Tinterieur de la zone determinee a Tetape d) ci- 
dessus, par reiteration des etapes a) a f) en choisissant comme region candidate a 
Tetape a) la zone identifiee a Tetape e) imm6diatement precedente, et en 
choisissant a Tdtape b) un jeu de cibles nucleotidiques qui couvre cette zone 
identifiee a Tetape e). 

La presente demande vise aussi toute carte de remaniements g&nomiques 
susceptible d'etre obtenue par cette methode en determinant les bornes d'au moins 
un remaniement genomique, et en reportant cette(ces) borne(s) sur une carte 
genique ou chromosomique. Pour des applications medicales, ledit materiel 
gen£tique sera d'origine humaine, ce qui permet de dresser des cartes de 
remaniements g6nomiques humains. De telles cartes entrent dans le champ de la 
presente demande. Tout comme pour la methode d'amplification elle-meme, les 
remaniements genomiques en question peuvent etre geniques, tout comme 
chromosomiques, y compris cryptiques. 

La methode de determination des bornes d'un ou plusieurs remaniement(s) 
genomique(s) selon Tinvention permet egalement de detecter, et eventuellement 
isoler le ou les gene(s) implique(s) dans une maladie genetique. La presente 
demande vise done toute methode pour ] 'identification, et eventuellement 
Tisolement, d'au moins un gene implique dans une maladie genetique, 
caracterisee en ce que : 

- Ton met en ceuvre la methode pour determiner la presence ou Tabsence 
d'au moins un remaniement genomique selon Tinvention sur un materiel 
genetique B issu d'organismes presentant ladite maladie genetique, un materiel 
genomique comparable mais issu d'organismes temoins servant de materiel 
genomique de reference A, de maniere a detecter le(s) remaniement(s) present(s) 
dans le materiel B par rapport au materiel A, et en ce que 
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- Ton identifie, et eventuellement on isole, le ou les gene(s) affecte(s) par 
. le(s) remaniement(s) ctetecte(s), 
ce(s) gene(s) identifies), et dventuellement iso!6(s), correspondant au(x) gene(s) 
susceptible(s) d'etre implique(s) dans ladite maladie genetique. 

5 

Cette rnethode d'identification, et eventuellement d'isolement, d'au moins im 
gene susceptible d'etre impliqu6 dans une maladie genetique est d'un interet 
particulier pour le dosage et la detection (pr6sence/absence) de genes impliques 
dans la susceptibility genetique a developper des maladies, par exemple 
1 0 infectieuses, tant chez Tanimal non-humain que chez Thomme. 

La rnethode pour determiner la presence ou P absence d'un ou plusieurs 
remaniement(s) genomique(s) conforme a 1'invention, ainsi que la m6thode selon 
l'invention pour determiner les boxnes d'un ou plusieurs remaniement(s) 

15 genomique(s) donne(s), constituent done des outils de choix pour le diagnostic 
d'une maladie liee a un remaniement genique ou chromosomique, pour le conseil 
gen&ique (conseil genetique pr6-natal, estimation de viabilite d'un remaniement 
existant, estimation des risques de transmission de ce remaniement, determination 
des causes et consequences d'une maladie mend£lienne constatee ou prevue, 

20 estimation des risques d'infertilit6 ou d'avortement spontane, determination des 
moyens de prevenir, pallier, ameliorer l'etat clinique). 

La presente demande vise done toute rnethode pour le diagnostic d'une maladie 
genetique dont serait affecte un individu, ou pour 1'estimation d'une propension 
25 de cet individu a developper une telle maladie, caract6ris6e en ce que Ton met en 
oeuvre la m6thode de determination de la presence ou de Fabsence d'au moins un 
remaniement genomique selon Pinvention, et en ce que 

ledit diagnostic est consider^ comme positif, ou le cas echdant, ladite propension 
est consideree comme forte lorsque ledit au moins un remaniement genetique est 
30 determine comme present, et inversement, 

ledit diagnostic est considere comme negatif, ou le cas echeant, ladite propension 
est consideree comme faible lorsque ledit au moins un remaniement genomique 
est determin6 comme absent. 
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Une telle methode peut etre mise en oeuvre in vitro, sur un echantillon de materiel 
genetique representatif de ladite maladie genetique, par exemple sur un 
echantillon biologique preleve sur ledit individu, et notamment sur un humain, 
pour lequel on suspecte une maladie a composante genetique (par exemple sur la 
5 base d'antecedents familiaux). La determination des bomes des eventuels 
remaniements gdnomiques detectes devrait permettre d'affiner le diagnostic, et 
eventuellement le pronostic vital ou pathologique, voire d'ajuster la therapie en 
consequence. 

L'individu objet dudit diagnostic ou pronostic peut par exemple etre un animal, tel 
10 qu'un mammifere, un ovin, un bovin, un rongeur. Avantageusement, cet animal 
peut etre un homme. 

La methode pronostique est particulierement appropriee lorsque, dans la famille 
de l'individu, il a deja et6 detecte un remaniement genomique implique dans 
ladite maladie genetique. Dans ce cas, ladite propension est consideree comme 
15 faible lorsque ledit au moins un remaniement genomique est determine comme 
absent chez un individu appartenant a une famille qui porte le remaniement 
genomique prealablement detecte. 

La presente demande vise egalement tout kit pour la mise en ceuvre d'une- 
20 methode d'amplification selon l'invention, et/ou d'une methode pour determiner 
la presence ou de l'absence de remaniements geniques ou chromosomiques selon 
l'invention, et/ou d'une methode de determination des bornes d'un ou plusieurs 
remaniement(s) geniques ou chromosomiques selon l'invention, et/ou d'une 
methode pour 1' identification d'au moins un gene implique dans une maladie 
25 genetique selon l'invention, et/ou d'une methode diagnostique ou pronostique 
selon l'invention. Un kit selon l'invention comprend au moins une paire 
d'amorces composites selon l'invention, et/ou au moins une amorce composite 
selon l'invention, et/ou au moins une rallonge selon Tinvention, eventuellement 
associee(s) a une amorce d'amplification et/ou a un marqueur pour la detection de 
30 produits nucleotidiques. 11 peut avantageusement comprendre une plurality de 
paires d'amorces composites selon l'invention. 
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La presente invention est illustree par les exemples suivants, donnas k titre 
. purement illustratifs : ils ne la limitent en aucune fa?on. 

Dans ces exemples, il fait reference aux figures suivantes : 

5 

- la figure 1 donne une representation schematique d'une PCR mise en ceuvre a 
Paide d'amorces composites selon Pinvention : apres deux cycles d'amplification, 
une neo-matrice est formee par incorporation des rallonges 5' (phase 
d'amorsage), 

10 

- les figures 2A et 2B offrent, pour six fragments correspondant aux ghnes 
PRODH, UFD1L, ARVCF, HSPOX2, H1RA, MSH2, un comparatif du profil de 
fluorescence obtenu a un nombre de cycles de PCR donne (ici 22) en suivant la 
methode selon Pinvention (figure 2B : PCR multiplex fluorescente menee a Paide 

1 5 d'amorces composites selon Pinvention,- et en presence de DMSO), par rapport au . 
profil de fluorescence obtenu en suivant une methode de Tart anterieur (figure 
2A: PCR multiplex fluorescente comparable, mais men£e a Paide d'amorces 
classiques sans rallonge, et en Pabsence de DMSO), 

20 - les figures 3, 4, 5 et 6 pr&entent, a titre comparatif, des traces semi- 
logarithmiques representatifs des, intensites de signal mesur6es lors de 
P amplification de six courts fragments fluorescents (correspondant aux gfenes 
PRODH, UFDJL, ARVCF, HSPOX2, HIRA, MSH2) en fonction du nombre de 
cycles PCR (trac6 1 = PRODH ; trac6 2 -MSH2 ; trace 3 = UFD1L ; trac6 4 = 

25 AR VCF ) trace 5 = HSPOX2 ; trace 6 = TUPLE!) : 

- figure 3 (art anterieur) : PCR multiplex de courts fragments fluorescents 
menee a Paide d'amorces classiques (= amorces sans rallonge), et en 
Pabsence de DMSO, 

- figure 4 (art anterieur) : PCR multiplex de courts fragments fluorescents 
30 menee a Paide d'amorces classiques (= amorces sans rallonge), et en 

presence de 10% de DMSO, 
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- figure 5 (presente invention) : PCR multiplex de courts fragments 
fluorescents menee a l'aide d'amorces composites selon Pinvention (= 
avec rallonges selon Tinvention), et en Pabsence de DMSO, 

- figure 6 (mode prefere de realisation de la presente invention) : PCR 
5 multiplex de courts fragments fluorescents menee a Paide d'amorces 

composites selon Pinvention (= avec rallonges selon Pinvention), et en 
presence de 1 0% DMSO, 

- la figure 7A illustre la recherche d'un gene implique dans la schizophrenic et la 
10 determination des bornes d'un remaniement chromosomique : cette figure 

presente la region chromosomique 22qll (qui, dans le Syndrome de DiGeorge, 
subit une deletion), et montre les 22 genes de cette region sur lesquels de courts 
fragments exoniques ont ete choisis, puis amplifies en multiplex conformement a 
Pinvention, ce qui a permis de redefinir les bornes de la deletion du Syndrome de 
1 5 DiGeorge (les 1 6 genes touches par la deletion sont marquds en gras souligne), 

- la figure 7B illustre la determination des bornes d'une deletion de 350 kb chez 
un patient schizophrene, et Identification d'un gene candidat pour une 
implication dans la schizophrenic (PRODH), 

20 

- les figures 8A, 8B et 8C illustrent des resultats de determination de 
remaniements chromosomiques 22qll qui ont ete obtenus a Paide d'une PCR 
multiplex conforme a Pinvention : 

- figure 8 A : profil d'amplification de courts fragments choisis au sein de 
25 genes d'un patient indemne de remaniement 22ql 1 ; 

- figure 8B : profil damnification de courts fragments choisis au sein de 
genes d'un patient atteint du Syndrome de DiGeorge compare a celui d'un 
patient indemne ; 

- figure 8C : profil d 'amplification de courts fragments choisis au sein de 
30 genes d'un patient atteint de schizophrenic compart a celui d'un patient 

indemne, 
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- les figures 9A et 9B illustrent des resultats de determination de remaniements 
chromosomiques qui ont ete obtenus a 1'aide d'une PCR multiplex conforme a 
l'invention en utilisant les cibles indiquees en Figure 7B : 

- figure 9A : profil d'amplification de courts fragments choisis au sein de 
genes d'un patient atteint du Syndrome de DiGeorge compare a celui d'un 
patient indemne ; 

- figure 9B : profil d' amplification de courts fragments choisis au sein de 
genes d'un patient atteint de schizophrenie compare h celui d'un patient 
indemne. 

Exemple 1 : demonstration du niveau quantitatif de precision attei nt pour la 
la detection de remaniements chromosomiques (chrom osome 22) 

Afin d'illustrer certains des avantages de la methode selon Pinvention par rapport 
aux methodes qui auraient pu etre anterieurement pratiquees, des expdriences de 
PCR multiplex fluorescentes ont 6t6 menees dans des conditions comparables,. 
mais en faisant varier deux facteurs : le type d'amorces utilisees (amorces 
conformes a la presente invention, ou amorces correspondant a la pratique de Tart 
ant&ieur), et la presence ou 1'absence de DMSO (dimethyl sulfoxyde). 

A litre illustratif, il a, dans ces experiences, ete choisi de cibler les remaniements 
chromosomiques d'une partie du bras long du chromosome 22 qui sont impliques 
dans le syndrome polymalformatif de DiGeorge. 

Pour detecter ces remaniements chromosomiques, il a ete choisi de cibler cinq 
genes situSs sur le chromosome 22 humain (genes PRODH, UFD1L. ARVCF, 
HSPOX2, HIRA), ainsi qu'un fragment utilise comme temoin non remanie interne 
a la PCR multiplex et derivd du gene MSH2 qui est situe sur 1e chromosome 2 
humain. De courts fragments polynucteotidiques constituant des «mouchards 
moleculaires » des remaniements chromosomiques eventuels ont 6te selectionnes 
a Tinterieur de la sequence de cbacun de ces genes. A partir de la sequence de ces 
courts fragments, ont ete construites des amorces qui permettent de les amplifier 
specifiquement (= amorces construites conformement a Fart anterieur). A ces 
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amorces, ont et6 ajoutees en 5' les rallonges selon 1' invention, formant ainsi des 
amorces composites selon Pinvention. Les deux types de jeu d'amorces (jeu 
classique sans rallonge, et jeu d'amorces selon l'invention avec rallonges 
particulieres en 5*) sont testes sous des conditions operatoires comparables. 

Les PCR multiplex sont men6es a partir de FADN genomique normal extrait du 
sang total pr£leve sur des sujets indemnes et en amplifiant de maniere simultanee 
les differents courts fragments specifiques de ces six g&nes (PCR multiplex). 
Deux conditions operatoires sont testees : presence de DMSO (10%), ou absence 
deDMSO. 

A/ CONDITIONS OPERATOIRES DE PCR 

Le volume reactionnel de 25|iL de la PCR utilisee dans cet exemple est compost 
de la fa9on suivante : 

75 mM Tris HC1 pH 8,8 

20 mM (NH4) 2 S0 4 

0,01%Tween®20 

l,5mMMgCl 2 

200 ^M dNTPs (desoxyribomicleosides-triphosphate) 

pour les PCR menees en presence de DMSO, on ajoute 10% de DMSO final 

toutes les amorces sont presentes a la m6me concentration de 0,3 fiM. 

La Taq polymerase (commercialisee sous la denomination « Thermoprime Plus 
DNA Polymerase », ABgene®) est utilisee dans cet exemple a la dose de 1,2 unite 
par tube. Une unite de cette enzyme est definie comme la quantite qui incorpore 
dans un produit de PCR 10 nanomoles de dNTP en 30 min a 74°C. 
La quantite initiale d'ADN est fixee a 100 ng d'ADN genomique extrait a partir 
de sang total en utilisant le kit « QIAamp® DNA Blood Mini Kit » de Qiagen, 
puis dose pr6cisement en utilisant le systeme picogreen® dsDNA quantitation 
reagent (Molecular Probes). 

La reaction de PCR est realisee dans un thermocycleur de marque MJResearch 
PTC100 96 A/V. 
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. Les amorces composites selon 1'invention qui ont ete utilisees pour Y amplification 
de chacun des six courts fragments de genes (pic 1 a pic 6) sont presentees dans le 
tableau 1 ci-dessous. Chacune de ces amorces composites est constitute (de 5' en 
5 3') d'une rallonge selon 1'invention de 10 nucleotides, et d'un segment 
d'hybridation. Les amorces composites sens portent eh outre un marquage en 5' 
(ici, marquage fluorescent 6-FAM). 

La sequence de la rallonge sens selon 1'invention est : 
1 0 CGT TAG ATA G (SEQ ID NO : 1 selon 1'invention). 
La sequence de la rallonge anti-sens selon Pinvention est : 
GAT AGG GTT A (SEQ ID NO : 2 selon 1'invention). 

Les segments d'hybridation utilises sont : 
15 - pour le court fragment du gene PRODH (pic 1), 

ACTCCATCTCCTTGTGCTCT (SEQ ID NO : 3) pour 1'amorce sens, et 

CGCTATTCAACAAGCTCATG pour 1'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 4), 

pour le court fragment du gene MSH2 (pic 2), 

G GT A A A A C A C A TTCCTTTGG (SEQ ID NO: 5) pour 1'amorce sens, et 
20 ATATGTGAGCTTCCATTGGT pour 1'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 6), 

- pour le court fragment du gene UFD1L (pic 3), 
ATGTTTAACAACCGCCAGCA (SEQ ID NO: 7) pour 1'amorce sens, et 
TCTTCCTTTCAGATGATGCAGA pour 1'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 8), 

pour le court fragment du gene ARVCF (pic 4, 
25 G ACATGGTG CTGTGTGTG AGC (SEQ ID NO : 9) pour 1'amorce sens, et 
TCCGCCTTTAGAAGTCCAAGT pour 1'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 10), 

- pour le court fragment du gene HSPOX2 (pic 5), 
TGAAGCTGTGTGGCTGAAAC (SEQ ID NO: 11) pour 1'amorce sens, et 
TAGCCAGGGTGTCXCAAAGA pour 1'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 12), 

30 - pour le court fragment du gene H1RA (pic 6), 

TACCAGTCATCGGGCAGAAC (SEQ ID NO : 13) pour 1'amorce sens, et 
AATGTCAGAGGCAGGACACAG pour 1'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 14). 
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Les amorces composites selon 1'invention ici utilisees presentent done les 
sequences presentees dans le Tableau 1 ci-dessous : 

pic 1 (PRODH) : SEQ ID NO : 15 et 16 pour les amorces composites sens et 
antisens respectivement . 
5 pic 2(MSH2) : SEQ ID NO : 17 et 18 pour les amorces composites sens et 
antisens respectivement, 

pic 3 (UFD1L) : SEQ ID NO : 19 et 20 pour les amorces composites sens et 
antisens respectivement, 

pic 4 (ARVCF) : SEQ ID NO : 21 et 22 pour les amorces composites sens et 
10 antisens respectivement, 

pic 5 (HSPOX2) : SEQ ID NO : 23 et 24 pour les amorces composites sens et 
antisens respectivement, 

pic 6 (HJRA) : SEQ ID NO : 25 et 26 pour les amorces composites sens et 
antisens respectivement. 

15 

L'extremite 5' de chaque amorce sens (SEQ ID N° : 15, 17, 19, 21, 23 et 25 ) 
porte un marquage fluorescent (dans les exemples ici presentes, marquage 6-FAM 
disponible par exemple aupres de la societe Applied Biosystems). 

20 Les amorces classiques utilisees a titre comparatif ne comprennent aucune 
rallonge. Elles sont done constitutes (de 5' en 3') d'un marquage fluorescent (6- 
FAM) et du segment d'hybridation : SEQ ID NO : 3, 5, 7, 9, 11, 13 pour les 
amorces sens, et SEQ ID NO : 4, 6, 8, 10, 12, 14 pour les amorces antisens qui 
leur correspondent respectivement. 
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Les protocoles suivants ont ete compares. 

- PCR multiplex de courts fragments fluorescents avec des amorces 
classiques sans DMSO (figure 3) : 

Apres 5 minutes de denaturation a 94°C, 18 a 27 cycles de PCR sont 
realises suivant les caracteristiques ci-dessous, suivis par une etape d'elongation 
de 5 minutes a 72°C ; 

-10 secondes a 94°C 

-15 secondes a 54°C 

- 20 secondes a 72°C 

- PCR multiplex de courts fragments fluorescents avec des amorces 
classiques + 10% DMSO (figure 4) : 

Apres 5 minutes de denaturation a 94°C, 18 a 27 cycles de PCR sont 
realises suivant les caracteristiques ci-dessous puis suivie par une &ape 
d'elongation de 5 minutes a 72°C ; 

-10 secondes h 94°C 

- 15 secondes a 50°C 

- 20 secondes a 72°C 

- PCR multiplex de courts fragments fluorescents avec des amorces 
composites (rallonges 5') sans DMSO (figures) : 

Apres 5 minutes de denaturation a 94°C, 18 a 27 cycles de PCR sont 
realises suivant les caracteristiques ci-dessous puis suivie par une etape 
d'elongation de 5 minutes a 72°C ; 

- 10 secondes a 94°C 

- 15 secondes £ 54°C 

- 20 secondes a 72°C 



- PCR multiplex de courts fragments fluorescents avec des amorces 
composites (rallonges 5') ET 10% DMSO (figure 6) : 
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Apres 5 minutes de denaturation a 94°C, un nombre de 18 a 27 cycles de 
PCR sont realises comme decrit ci-dessous et sont suivis par une etape 
d'elongation de 5 minutes a 72°C ; 

- 10secondesa94°C 
5 -15secondesa50°C 
-20secondesa72°C. 

Les intensites de fluorescence obtenues en utilisant chacun des protocoles ci- 
dessus decrits, ponr un nombre de cycles compris entre 20 et 24, sont mesurees 

10 apres separation et analyse quantitative dans le sequenceur d'ADN 377 d'Applied 
• Biosystems, utilise en mode d'analyse de fragments (programme Genescan™). 
Les resultats, exprimes en intensites de signal mesurees en fonction du nombre de 
cycles, sont traduits en echelle semMogarithmique, afin de comparer les 
cinetiques d'arnplification des six differents fragments. Les figures 3 a 6 illustrent 

15 ces resultats. Chaque segment d'ADN amplifie dans la PCR multiplex est 
represents par des traits differents : trace 1 = PRODH ; trace 2 = MSH2 ; tracd 
3 = UFD1L ; trac6 4 - ARVCF ; trace 5 = HSPOX2 ; trace 6 = TUPLEL 

- figure 3 (art anterieur) : amorces classiques (= amorces sans rallonge), et 
en Tabsence de DMSO, 

20 - figure 4 (art ant£rieur) : amorces classiques (= amorces sans rallonge), et 

en presence de 10% de DMSO, 

- figure 5 (prdsente invention) : amorces composites selon ['invention (= 
avec rallonges selon Pinvention), et en l'absence de DMSO, 

- figure 6 (mode preftre de realisation de la presente invention) : amorces 
25 composites selon Pinvention (= avec rallonges selon Pinvention), et en presence 

de 10% DMSO. 

On peut constater que les cinetiques d'amplification des six differents fragments 
(exprim6es en figures 3 a 6 selon une 6chelle semi-logarithmique) sont nettement 
30 plus homogenes en suivant la methode selon Pinvention qu'en suivant une 
rn&hode de Part anterieur : les cinetiques obtenues avec les amorces composites 
selon Pinvention (cf. figure 5 -sans DMSO-, et figure 6 -avec DMSO-) sont plus 
homogenes que celles obtenues avec les amorces classiques sans rallonge (cf. 
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figure 3 -sans DMSO- et figure 4 -avec DMSO-). On peut en outre apprecier le 
niveau particulierement remarquable d'homogeneite atteint lorsque que l'on 
combine l'utilisation d'amorces composites selon l'invention et de DMSO. 

5 Les profils de fluorescence obtenus a un nombre de cycle donne montrent eux- 
aussi que l'intensite des pics correspondant aux six fragments amplifies (pic 1 a 
pic 6) est nettement plus homogene dans le profil qui est obtenu en utilisant les 
rallonges selon l'invention et 10% de DMSO (c/ figure 2B, profil de fluorescence 
a 22 cycles), que lorsqu'on n'utilise ni rallonge ni DMSO (c/ figure 2A, profil de 

1 0 fluorescence a 22 cycles). 

Ces resultats demontrent que, grace aux rallonges 5' selon l'invention, les 
amorces composites peuvent etre toutes apport6es a la mSme concentration, tout 
en conduisant a des cinetiques d'amplification homogenes, et cela quels que 
15 soient les fragments amplifies : un niveau quantitatif de precision est done atteint 
grace a ces rallonges 5' sans qu'il y ait a rechercher les concentrations.appropriees 
pour chacune des amorces utilisees. La fidelite quantitative est encore meilleure 
lorsque l'on combine l'utilisation d'amorces composites et celle de DMSO. 

20 Les rallonges selon l'invention peuvent etre utilisees avec tout segment 
d'hybridation, et les inventeurs ont pu constate que les performances restaient 
stables alors meme qu'une douzaine de segments differents sont amplifies en 
multiplex. 

25 Comme illustre ci-dessous, l'utilisation combinee d'amorces composites selon 
l'invention et de DMSO presente en outre l'avantage de limiter, pour toute 
combinaison nouvelle de segments a amplifier dans la meme PCR multiplex, les 
tests d'optimisation du nombre de cycles et de temperature (avec les rallonges 
selon l'invention et en utilisant du DMSO, le nombre optimal de cycles se situe 

30 entre 22 et 24, ind6pendamment des segments d'hybridation utilis6es, et en 
choisissant des segments d'hybridation a Tm proches, la gamme de temperature a 
tester reste restreinte). 
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B[ OPTIMISATION POUR CHAOUE NOUVELLE PCR MULTIPLEX : 
• Choix du nombfe de cycles et de la temperature d'hybridation 

Tout en gardant constantes les conditions etablies ci-dessus pour la PCR qui 
5 utilise les amorces composites et le DMSO (mode de realisation prefere de 
l'invention), la mise au point pour chaque nouvelle PCR multiplex demande 
uniquement la realisation de 9 tests qui visent a choisir la meilleure combinaison 
de temperature et de nombre de cycles (cf. Tableau 2 ci-dessous). 
La temperature optimale est en effet comprise entre 50 et 52°C, et le nombre 
10 optimal de cycles est compris entre 22 et 24, quels que soient les segments 
d'hybridation utilises. 



Tableau 2 : 



15 



Nombre de cycles 




Temperature 



50°C 



51°C 



52°C 



22 



Test 1 



Test 2 



Test 3 



23 



Test 4 



TestS 



Test 6 




24 



Test 7 



Test 8 



Test 9 
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Exem ple 2 ; Determination des bornes d'un reman iement genomique, et 
iriRntification. a Paide de la methode PCR m ultiplex quantitative selon 
^invention, d'un gene imoliaue dans nne malad ie genetiqne 

5 

A. Materiel et methodes : 

1 . Conditions operatoires de PCR : 

10 Les conditions operatoires de PCR utilisees dans cet exemple correspondent a 
celles decrites dans l'exemple 1, a savoir : 

Le volume reactionnel de 25uL de la PCR utilis6e dans cet exemple est compose 
de la facon suivante : 

75mMTrisHClpH8,8 
15 20 mM (NH 4 ) 2 S0 4 

0,01% Tween® 20 

1,5 mM MgCla 

200 U.M dNTPs (desoxyribonucleosides-triphosphate) 
pour les PCR menees en presence de DMSO, on ajoute 10% de DMSO final 
20 toutes les amorces sont presentes a la meme concentration de 0,3 uM. 

La Taq polymerase (commercialisee sous la d6nomination « Thermoprime Plus 
DNA Polymerase », ABgene®) est utilisde dans cet exemple a la dose de 1,2 unite 
par tube. Une unite de cette enzyme est definie comme la quantite qui incorpore 

25 dans un produit de PCR 1 0 nanomoles de dNTP en 30 min a 74°C. 

La quantite initiale d'ADN est fixee a 100 ng d'ADN genomique extrait a partir 
de sang total en utilisant le kit « QIAamp® DNA Blood Mini Kit » de Qiagen, 
puis dose precisement en utilisant le systeme «picogreen® dsDNA quantitation 
reagent » (Molecular Probes). 

30 La reaction de PCR est realisee dans un thermocycleur de marque MJResearch 
PTC100 96AyV. 
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2. Amorces composites pour determiner les bornes de la deletion de la 
. region 22ql 1 (Syndrome de DiGeoree') : 

Les rallonges SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 2 selon l'inventipn ont 6te utilisees 
5 pour former les amorces composites sens et antisens, respectivement, ayant les 
segments d'hybridation suivants : 

pour le court fragment du gene PRODH, ACTCCATCTCCTTGTGCTCT (SEQ 
ID NO: 3) pour l'amorce sens, et CGCTATTCAACAAGCTCATG pour 
1' amorce anti-sens (SEQ ID NO : 4), 
1 0 pour le court fragment du gene MSH2, GGTAAAACACATTCCTTTGG (SEQ ID 
NO : 5) pour l'amorce sens, et ATATGTGAGCTTCCATTGGT pour l'amorce 
anti-sens (SEQ ID NO : 6), 

pour le court fragment du gene UFD1L, ATGTTTAACAACCGCCAGCA (SEQ 
ID NO: 7) pour l'amorce sens, et TCTTCCTTTCAGATGATGCAGA pour 
1 5 l'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 8), 

pour le court fragment du gene ARVCF , GACATGGTGCTGTGTGTGAGC 
(SEQ ID NO : 9) pour l'amorce sens, et TCCGCCTTTAGAAGTCCAAGT pour 
l'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 10), 

pour le court fragment du gene HIRA, TACCAGTCATCGGGCAGAAC (SEQ ID 
20 NO : 13) pour l'amorce sens, et AATGTCAGAGGCAGGACACAG pour 
l'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 14). 

Les amorces composites selon l'invention ici utilisees presentent done les 
s6quences qui ont ete decrites dans le Tableau 1 ci-dessus. 
25 PRODH: SEQ ID NO : 15 et 16 pour les amorces composites sens et antisens 
respectivement, 

MSH2: SEQ ID NO : 17 et 18 pour les amorces composites sens et antisens 
respectivement, 

UFD1L : SEQ ID NO : 19 et 20 pour les amorces composites sens et antisens 
30 respectivement, 

ARVCF : SEQ ID NO : 21 et 22 pour les amorces composites sens et antisens 
respectivement, 
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HIRA : SEQ ID NO : 25 et 26 pour les amorces composites sens et antisens 
respectivement. 

L'extremite 5' de chaque amorce composite sens (SEQ ID N° : 15, 17, 19, 21 et 
25) porte un marquage fluorescent (6-FAM disponible par exemple aupres de la 
5 societe Applied Biosystems). 

3. Amorces composites pour identifier un gene susceptible d'etre implique 
dans la schizophrenic fPCR multiplex de la rdgion genomique entourant le gene 
PRODH. cf. figure 76^ : 

10. 

Les amorces composites selon l'invention qui ont &e utilisees pour 1' amplification 
de chacun des six courts fragments de genes sont presentees dans le tableau 3 ci 
dessous. 

Chacune de ces amorces composites est constitute (de 5* en 3') d'une rallonge 
15 selon l'invention de 10 nucleotides, et d'un segment d'hybridation. Les amorces 
composites sens portent en outre un marquage (ici, marquage fluorescent 6-FAM). 

La sequence de la rallonge sens selon l'invention est : 
CGT TAG ATA G SEQ ID NO : 1 selon l'invention. 
20 La sequence de la rallonge anti-sens selon l'invention est : 
GAT AGG GTT A SEQ ID NO : 2 selon l'invention. 

Les segments d'hybridation utilises sont : 

pour le court fragment du gene PRODH, CCCTGGTGCGATGGGGT (SEQ ID 
25 NO : 27) pour 1'amorce sens, et GGCACGGCGGGACAAGTAG pour 1'amorce 
anti-sens (SEQ ID NO: 28), 

pour le court fragment du gene USP18, AGTCGTGCTGTCCTGAACG (SEQ ID 
NO: 29) pour 1'amorce sens, et TCTTCTTCCTTCTTTTCTTCAA pour 
ramorce anti-sens (SEQ ID NO : 30), 
.30 pour le court fragment du gfene MSH2, GGTAAAACACATTCCTTTGG (SEQ ID 
NO : 5) pour 1'amorce sens, tit ATATGTGAGCTTCCATTGGT pour 1'amorce 
anti-sens (SEQ ID NO : 6), 
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pour le court fragment du gene DGSA, GCATCCTCCTACTCTTCTCCTGG 
• (SEQ ID NO : 31) pour l'amorce sens, et AGCCTCCCTCAAATAGGTCT pour 
l'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 32), 

pour le court fragment du g&ne DGRC6, TGGGGCTAGGAGGTCCCT (SEQ ID 
5 NO: 33) pour P amorce sens, et CCTCCCCTTTATGAGACTATCCTA pour 
l'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 34), 

pour le court fragment du gene DGCR2, AGAGGCAGGGAATGAAGAA (SEQ 
ID NO: 35) pour l'amorce sens, et GGGTCACCTTGATATTCACA pour 
l'amorce anti-sens (SEQ ID NO : 36). 

10 

Les amorces composites selon 1'invention ici utilisees presentent done les 
sequences presentees dans le Tableau 3 ci-dessous 

PRODH : SEQ ED NO : 37 et 38 pour les amorces composites sens et antisens 
respectivement, 

15 USP18 : SEQ ID NO : 39 et 40 pour les amorces composites sens et antisens 
respectivement, 

MSH2 : SEQ ID NO : 17 et 18 pour les amorces composites sens et antisens 
respectivement, 

DGSA : SEQ ID NO : 41 et 42 pour les amorces composites sens et antisens 
20 respectivement, 

DGRC6 : SEQ ID NO : 43 et 44 pour les amorces composites sens et antisens 
respectivement, 

DGCR2 : SEQ ID NO : 45 et 46 pour les amorces composites sens et antisens 
respectivement. 

25 

L'extremite 5' de chaque amorce composites sens (SEQ ID N° : 17, 37, 39, 41, 
43, et 45) porte un marquage fluorescent (6-FAM disponible par exemple aupres 
de la societe Applied Biosystems). 
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B. Resultats et conclusions 

Pour analyser la region chromosomique 22qll de!6t6e dans le syndrome de 
DiGeorge, de courts fragments, exoniques derives de 22 genes situes dans cette 

5 region (CECR1, TUBA8, USP18, DGCR6, PRODH, DGCR2, GSCL, HIRA, 
NLVCF, UFD1L, PNUTL1, TBX1, GNB1L, COMT, ARVCF, RANBP1, ZNF74, 
PIK4CA, SNAP29, UBE2L3, VPREB1, BCR \ cf. figure 7A) ont &e amplifies 
simultanement en utilisant quatre PCR multiplex selon l'invention differentes. 
Chacune de ces PCR multiplex incluait 4 a 8 cibles nucleotidiques differentes de 

10 cette region et une cible nucleotidique situ6e hors de la region soumise a 
investigation (dans Fexemple pr£sent6 dans la figure 8 : un exon du gene MSH2, 
situe sur le chromosome 2). 

Afin de valider la reproductibilite et la specificite de la methode, plusieurs ADN 
d'individus temoins indemnes (region chromosomique 22qll sans remaniement) 
1 5 ont 6t6 compares sur Pensemble des 22 cibles nucleotidiques (la figure 8A montre 
une des quatre PCR multiplex utilis6es). 

L'ADN d'un temoin indemne et celui d'un individu atteint du syndrome de 
DiGeorge et avec deletion observee par la technique FISH ont ensuite ete 
compares sur l'ensemble des 22 cibles nucleotidiques (la figure 8B montre le 

20 rdsultat obtenu avec une des quatre PCR multiplex). 

Pour chaque PCR multiplex, les profils de fluorescence obtenus a partir.de 
differents ADN ont ete alignes par superposition des pics de fluorescence obtenus 
pour la cible nucleotidique choisie hors remaniement (dans ce cas: MSH2). La 
figure 8B illustre la deletion heterozygote des genes PRODH, UFD1L, ARVCF et 

25 HIRA representes par la reduction des pics des cibles nucleotidiques 
correspondants. Parmi les 18 cibles nucleotidiques comprises dans les autres PCR 
multiplex, 12 avaient des pics de fluorescence de hauteur dgalement rdduite par 
rapport a celle des memes cibles dans les temoins non remanies, tandis que 6 
avaient des pics de fluorescence superposables a ceux des ADN temoins non 

30 remanies. 

Ces resultats ont done montre que la deletion heterozygote de la region de 
DiGeorge comprend les 16 genes repr6sentes en italique/gras/souligne dans la 
figure 7A (DGCR6, PRODH, DGCR2, GSCL, HIRA, NLVCF, UFD1L, PNUTLI, 



1 er depot 



65 

TBXL GNB1L, COMZ ARVCF, RANBP1, ZNF74, PIK4CA, SNAP29), tandis que 
les six genes indiques en majuscules normales ne sont pas touches par la deletion 
(CECR1, TUBA8> USP18, UBE2L3, VPREB1, BCR). A noter que les bornes de la 
deletion definies par la nouvelle methode ne coincident pas avec celle indiquees 
5 precedemment par la methode FISH et que la definition des bornes est plus 
precise avec la methode decrite dans cette invention. 

La figure 7B illustre les etapes qui nous ont permis de focaliser sur une region 
beaucoup plus courte la recherche d'un gene implique dans la schizophrenic, 

1 0 grace a la detection d'une deletion de 350 kilobases, chez un patient schizophrene. 
Cette deletion a ete d&ouverte et ses bornes ont et6 localisees en utilisant la 
methode selon 1'invention et, dans l'ordre, la PCR multiplex montree dans la 
figure 8C et les deux PCR multiplex montrees dans la figure 9. A noter que dans 
la figure 9A, un ADN non remanie est compare avec un ADN avec deletion de 

15 DiGeorge (voir le schema 7A), et que dans la figure 9B un ADN non remanie est 
compare avec 1'ADN du patient schizophrene qui presentait une deletion autour 
. du gene PRODH (voir la figure 8C). 

En conclusion, chez le patient schizophrene etudie les cibles nucleotidiques 
20 correspondant aux genes USPJ8 et DGCR2 ne sont pas touchees par la deletion, 
alors que . les cibles correspondant aux genes PRODH, DGSA et DGCR6 
presentent une deletion het6rozygote revelee par la diminution de 50% de 
l'intensite de fluorescence des pjcs (Figure 9B). Les caractfristiques 
fonctionnelles du produit du gene PRODH Tindiquent comme un tres bon 
25 candidat pour une implication dans la schizophrenic. 

L'utilisation du procede d6crit dans ce brevet permet la realisation fiable et rapide 
de nombreuses PCR multiplex pouvant repondre la demande de Phomme de Tart 
qui consiste a caracteriser de fa?on fiable et rapide les remaniements genomiques 
30 de toutes tailles entrainant une perte ou un gain de materiel gen6tique. 

L'homme du metier pourra trouver de nombreuses alternatives techniques a celles 
illustrees et decrites dans la presente demande. De telles alternatives lui sont 
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connus de la Iitterature scientifique dans le domaine de la biologie moleculaire en 
. general, et des amplifications de sequences nucleotidiques en particulier, et de 
leurs applications medicates et biotechnologiques. On pourra notamment se 
rapporter aux manuels de base dans le domaine, tels que Maniatis et ah 

5 "Molecular Cloning : A Laboratory ManuaF\ Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, New York ; Ausubel F.M. et al eds., "Current Protocols in Molecular 
Biology" ; Ehrlich H.A. ed., "PCR Technology", Stockton Press, New York 
(1989). Le contenu de tous les documents (publications scientifiques, demandes 
de brevets, brevets) qui sont mentionnes dans la presente demande est incorpore 

1 0 par reference. 
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connus de la litterature scientifique dans le domaiue de la biologie moleculaire en 
general, et des amplifications de sequences nucleotidiques en particulier, et de 
leurs applications medicates et biotechnologiques. On pourra notamment se 
rapporter aux manuels de base dans le domaine, tels que Maniatis et aL 
"Molecular Cloning: A Laboratory Mannar, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, New York ; Ausubel F.M. et aL eds., "Current Protocols in Molecular 
Biology 77 ; Ehrlich H.A. ed., "PCR Technology", Stockton Press, New York 
(1989). 
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REVENDICATIONS 

5 1. Procede pour produire une pluralite de paires d'amorces composites sens et 
antisens specialement adaptee a l'amplification multiplex quantitative d'une 
pluralite de sequences nucleotidiques cibles presentes dans un acide nucleique ou 
un melange d'acides nucleiques, selon lequel chacune desdites amorces 
composites sens ou antisens produite est constitute : 
10 - d'un segment d 'hybridation, respectivement sens ou antisens, qui 

s'apparie audit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, de maniere a 
constituer une amorce sens ou antisens pour une des sequences nucleotidiques 
cibles de la pluralite visee, et 

- d'une rallonge nucleotidique qui est liee a 1'extremite 5' dudit segment 
15 d'bybridation, mais qui ne s'apparie pas audit acide nucleique ou melange 

d'acides nucleiques, 

- et eventuellement d'un composant non nucleotidique, 

caracterise en ce que les amorces composites sens et antisens de ladite plurailit6 de 

paires produite presentent des sequences respectives telles que : 

20 a) chaque amorce composite sens a, au sein de ladite pluralite, une amorce 

composite antisens avec laquelle elle forme une paire d'amorces composites sens 

et antisens dont les segments d'hybridation respectifs constituent, 1'un par rapport 

a Pautre, une paire d'amorces sens et antisens pour une desdites sequences 

» 

nucleotidiques cibles, chacune desdites sequences nucleotidiques cibles de la 
25 pluralite visee ayant ainsi une paire d'amorces composites sens et antisens qui est 
destinee a son amplification, ■ ■ • 

b) toutes les amorces composites sens contiennent la meme rallonge 
nucleotidique, et toutes les amorces composites antisens contiennent la meme 
rallonge nucleotidique, la rallonge des amorces composites sens etant differente 

30 de celle des amorces composites antisens, 

c) la sequence de la rallonge des amorces composites sens est absente 
dudit acide nucl&que ou melange d'acides nucleiques, ou a tout le moins n'y est 
presente qu'a une frequence au moins deux fois inferieure k celle- pr6vue 
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REVENDICATIONS 

5 1. Procede pour produire une pluralite de paires d'amorces composites sens et 
antisens specialement adaptee a ramplification multiplex quantitative d'une 
plurality de sequences nucleotidiques cibles presentes dans un acide nucleique ou 
un melange d'acides nuclei ques, selon lequel on produit une pluralite de paires 
d'amorces composites sens et antisens constituees : 

10 - d'un segment d'hybridation, respectivement sens ou antisens, qui 

s'apparie audit acide nucl&que ou melange d'acides nucl&ques, de maniere a 
constituer une amorce sens ou antisens pour une des sequences nucleotidiques 
cibles de la pluralite vis6e, et 

- d'une rallonge nucleotidique qui est liee a l'extremite 5' dudit segment 
15 d'hybridation, mais qui ne s'apparie pas audit acide nucl6ique ou melange 

d'acides nuc!6iques, 

- et eventuellement d'un composant non nucleotidique, 

caract6rise en ce que les amorces composites sens et antisens de ladite pluralite de 
paires produite pr6sentent des sequences respectives telles que : 

20 a) chaque amorce composite sens a, au sein de ladite pluralit6, une amorce 

composite antisens avec laquelle elle forme une paire d'amorces composites sens 
et antisens dont les segments d'hybridation respectifs constituent, l'un par rapport 
a V autre, une paire d'amorces sens et antisens pour une desdites sequences 
nucleotidiques cibles, chacune desdites s6quences nucleotidiques cibles de la 

25 pluralit6 visee ayant ainsi une paire d'amorces composites sens et antisens qui est 
destin6e a son amplification, 

b) toutes les amorces composites sens contiennent la rneme rallonge 
nucleotidique, et toutes les amorces composites antisens contiennent la rneme 
rallonge nucleotidique, la rallonge des amorces composites sens etant differente 

30 de celle des amorces composites antisens, 

c) la sequence de la rallonge des amorces composites sens est absente 
dudit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, ou a tout le moins n'y est 
presente qu'& une frequence au moins deux fois inftrieure a celle prdvue 
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statistiquement pour une sequence aleatoire de la meme taille, et la sequence de la 
. rallonge des amorces composites antisens est absente dudit acide nucleique ou 
melange d'acides nucleiques, ou a tout le moins n'y est presente qu'a une 
frequence au moins deux fois inferieure a celle prevue statistiquement pour une 
5 sequence aleatoire de la meme taille, 

d) la temperature de fusion de chaque amorce composite (qu'elle soit sens 
ou antisens) est d'une valeur de 10 a 15°C superieure (bornes incluses) a celle que 
pr6senterait son segment d'hybridation nu sans rallonge, 

e) chaque amorce composite de ladite plurality de paires a une sequence 
10 telle qu'aucune amorce composite de ladite pluralite de paires ne peut former avec 

elle-meme, ou avec une autre amorce composite de la meme pluralite, un 
appariement complet ou partiel de bases pour lequel la variation d'energie libre 
AG liee a la formation de cet eventuel appariement serait superieure a 14 
kcal/mol, ladite variation, d'energie libre AG etant calculee a l'aide du logiciel 
15 « Primer Premier » version 5.0 commercialise par PREMIER Biosoft 
International. 

2. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens specialement adaptee 
a ^amplification multiplex quantitative d'une pluralite de sequences 

20 nucleotidiques cibles presentes dans un acide nucleique ou un* melange d'acides 
nucleiques, caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre obtenue par le procede 
selon la revendication 1 . 

3. Plurality de paires d'amorces composites sens et antisens selon la revendication 
25 2, caracterisee en ce que ledit acide nucleique ou melange d'acjdes nucleiques est 

issu de cellules de mammiferes. 

4. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon Tune 
quelconque des revendications 2 a 3, caracterisee en ce que ledit acide nucleique 

30 ou melange d'acides nucleiques est issu de cellules humaines. 

5. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon Tune 
quelconque des revendications 2 a 4, caracterisee en ce que ledit acide nucleique 
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statistiquement pour une sequence aleatoire de la meme taille, et la sequence de la 
rallonge des amorces composites antiscns est absente dudit acide nucleique. ou 
melange d'acides nucl6iques, ou a tout le moms n'y est presente qu'a une 
frequence au moins deux fois inferieure a celle prevue statistiquement pour une 
sequence ateatoire de la meme taille, 

d) la temperature de fusion de chaque amorce composite (qu'elle soit sens 
ou antisens) est d'une valeur de 10 a 15°C superieure (bornes incluses) h celle que 
presenterait son segment d'hybridation nu sans rallonge, 

e) chaque amorce composite de ladite pluralit6 de paires a une sequence 
telle qu'aucune amorce composite de ladite pluralite de paires ne peut former avec 
elle-meme, ou avec une autre amorce composite de la meme plurality un 
appariement complet ou partiel de bases pour lequel la variation d'energie libre 
AG H6e a la formation de cet 6ventuel appariement serait superieure a 14 
kcal/mol. 

2. Pluralite de paires d' amorces composites sens et antisens specialement adaptee 
a ramplification multiplex quantitative d'une pluralite de sequences 
nucl6otidiques cibles pr&sentes dans un acide nucl6ique ou un melange d'acides 
nucleiques, caract6risee en ce qu'elle est susceptible d'etre obtenue par le procede 
selon la revendi cation 1. 

3. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon la revendication 
2, caract6ris6e en ce que ledit acide nucl6ique ou melange d'acides nucleiques est 
issu de cellules de manimiferes. 

4. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon Tune 
quelconque des revendications 2 a 3, caracterisee en ce que ledit acide nucleique 
ou m61ange d'acides nucleiques est issu de cellules humaines. 

5. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon Tune 
quelconque des revendications 2a 4, caracterisee en ce que ledit acide nucleique 
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ou melange d'acides nucleiques correspond a l'ADN genomique total de 
l'organisme ou du microorganisme dont il est issu. 

6. Plurality de paires d'amorces composites sens et antisens selon Tune 
5 quelconque des revendications 2 a 5, caracterisee en ce que la rallonge des 

amorces composites sens, ainsi que celle des amorces composites antisens, 
comprennent chacune, independamment l'une de 1'autre, de 8 a 18 nucleotides, 
preferentiellement de 8 a 15 nucleotides, plus preferentiellement 8 a 14 
nucleotides,, encore plus preferentiellement 9 a 12 nucleotides, tres 
1 0 preferentiellement 1 0 nucleotides. 

7. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon l'une 
quelconque des revendications 2 a 6, caracterisee en ce que la sequence de la 
rallonge des amorces composites sens, ainsi que celle de la rallonge des amorces 

15 composites antisens sont chacune constitutes d'un enchainement de 10 
nucleotides dont la teneur en GC est comprise entre 20% et 60% (bornes 
incluses), preferentiellement entre 20% et 50% (bornes incluses), tres 
preferentiellement une teneur en GC de 40%. 

20 8. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon l'une 
quelconque des revendications 2 a 7, caracterisee en ce que la rallonge des 
amorces composites sens ou/et celle des amorces composites antisens est/sont 
choisie/choisies parmi le groupe constitud par la sequence de SEQ ID NO :1, la 
sequence de SEQ ID NO :2, et leurs sequences complementaires SEQ ID NO : 47 

25 et SEQ ID NO: 48. 

9. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon l'une 
quelconque des revendications 2 a 8, caracteris6e en ce qu'elle comprend au 
moins une paire d'amorces composites sens et antisens dont les segments 
30 d'hybridation sens et antisens respectifs ont pour sequences : . 

- les sequences de SEQ ID NO :3 et SEQ ID NO :4, ou 

- les sequences de SEQ ID NO :7 et SEQ ID NO .8, ou 

- les sequences de SEQ ID NO :9 et SEQ ID NO :10, ou 
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- les sequences de SEQ ID NO : 1 1 et SEQ ID NO : 1 2, ou 

- les sequences de SEQ ID NO : 1 3 et SEQ ID NO : 1 4. 



10. Plurality de paires d'amorces composites sens et antisens selon Tune 
5 quelconque des revendications 2 a 8, caracterisee en ce qu'elle comprend au 

moins une paire d'amorces composites sens et antisens dont les segments 
d'hybridation sens et antisens respectifs ont pour sequences : 

- SEQ ID NO :27 et SEQ ID NO :28, ou 

- SEQ ID NO :29 et SEQ ID NO :30, ou 
10 - SEQ ID NO :3 1 et SEQ ID NO :32, ou 

- SEQ ID NO :33 et SEQ ID NO :34, ou 

- SEQ ID NO :35 et SEQ ID NO :36. 

11. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon Tune 
15 quelconque des revendications 2 a 10, caracterisee en ce que les amorces 

composites de ladite pluralite de paires presentent chacune un segment 
d'hybridation dont la temperature de fusion Tm est comprise entre 50 et 65°C, 
preferentiellement entre 58 et 62°C, toutes bornes incluses. 

20 12. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon Tune 
quelconque des revendications 2 a 11, caracterisee en ce que les amorces 
composites de ladite plurality de* paires presentent chacune une temperature de 
fusion Tm sup£rieure a 65°C, preferentiellement comprise entre 68°C et 72°C, 
toutes bornes incluses. 

25 

13. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon Tune 
quelconque des revendications 2 a 12, caracteris6e en ce que ledit composant non 
nucleotidique est un marqueur pour la detection de produits nucleotidiques. 

30 14. Pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon l'une 
quelconque des revendications 2 a 13, caracteris6e en ce qu'elle comprend de 2 a 
15 paires d'amorces composites sens et antisens. 
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15. Procede pour produire une plurality de paires d'amorces composites sens et 
. antisens selon Tune quelconque des revendications 2 a 14, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 

5 a) Ton selectionne parmi : 

- des paires de segments d'hybridation sens et antisens qui chacune 
forment une paire d'amorces sens et antisens pour une desdites sequences 
nucleotidiques cibles, et 

- des rallonges nucleotidiques qui sont absentes dudit acide nucleique ou 
10 melange d'acides nucleiques, ou qui a tout le moins n 3 y sont prdsentes qu'a une 

frequence au moins deux fois inferieure a celle pr6vue statistiquement pour une 
sequence ateatoire de la meme taille, 

une pluralite de paires de segments d'hybridation sens et antisens qui 
15 couvre la plurality de sequences nucleotidiques cibles visee, et une paire de 
rallonges nucleotidiques, • 
dont les sequences respectives sont telles que : 



lorsque 1'une des deux rallonges selectionnees est li6e a l'extremite 5' de 
20 chaque segment d'hybridation sens selectionn6, et que P autre des deux rallonges 
s61ectionnees est liee aTextremite 5' de chaque segment d'hybridation antisens 
selectionne, alors : 

- chaque amorce composite sens ou antisens resultante a une temperature 
Tm de fusion d'une valeur de 10 a 15°C sup6rieure (bornes incluses) a celle que 

25 presenterait son segment d'hybridation nu sans rallonge, et 

- chaque amorce composite sens ou antisens resultante a une sequence telle 
qu'elle ne peut former avec elle-meme, ou avec une autre amorce composite 
resultante, un appariement complet ou partiel de bases pour lequel la variation 
d'energie libre AG li6e a la formation de cet appariement serait superieure a 14 

30 kcal/mol, 

b) on produit la pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens 
qui resulte de la selection de la pluralite de paires de segments d'hybridation et de 
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la paire de rallonges faite a l'etape a), et de Padjonction de la sequence d'une des 
deux rallonges selectionnees a l'extremite 5' de chaque segment d'hybridation 
sens de la plurality selectionnee, et de l'adjonction de la sequence de l'autre des 
deux rallonges selectionnees a l'extremite 5' de chaque segment d'hybridation 
5 antisens de la pluralite selectionnee, 

16. Procede pour produire une pluralite de paires d'amorces composites selon 
Tune quelconque des revendications 2 a 14, caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

10 

a) Ton selectionne une plurality de paires de segments d'hybridation sens 
et antisens : 

- au sein de laquelle chaque paire de segments constitue une paire 
.d'amorces sens et antisens pour chacune des sequences nucleotidiques cibles 

15 visees, et 

- au sein de laquelle aucun segment ne peut former avec lui-meme ou avec 
un autre segment de cette pluralite, un appariement complet ou partiel de bases 
pour lequel la variation d'energie libre AG liee a la formation de cet eventuel 
appariement serait superieure a 14 kcal/mol, preferentiellement 13 kcal/mol, plus 

20 preferentiellement 12 kcal/mol, 

b) on selectionne deux rallonges nucleotidiques : 

- dont les sequences respectives sont absentes dudit acide nucleique ou 
melange d'acides nucleiques, ou a tout le moins qui n*y sont presentes qu'a une 

25 frequence au moins deux fois infdrieure a celle prevue statistiquement pour une 
sequence aleatoire de la m&ne taille, et 

r qui ont des sequences respectives telles que leur adjonction, pour Tune a 
l'extremite 5' de chacun des segments d'hybridation sens selectionn6s a Tetape a), 
et pour Tautre a l'extremite 5' de chacun des segments d'hybridation antisens 

30 selectionnes a 1'etape a), ne conduit pas a un ensemble d'amorces composites sens 
et antisens au sein duquel une amorce composite serait capable de former avec 
elle-meme ou avec une autre amorce composite de cet ensemble un appariement 
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complet ou partiel de bases a la formation duque] correspondrait une variation 
. d'energie libre AG superieure a 14 kcal/mol, 

c) Ton produit une pluralite de paires d'amorces composites sens et 
5 antisens en ajoutant la sequence de Tune des deux rallonges selectionnees a 
l'etape b) a l'extremite 5' de chaque segment d'hybridation sens selectionne a 
l'6tape a), et en ajoutant la sequence de l'autre des deux rallonges selectionnees a 
l'etape b) a l'extremitd 5' de chaque segment d'hybridation antisens s61ectionn6 a 
l'etape a), ce qui constitue une pluralite de paires d'amorces composites selon 
10 l'une quelconque des revendications 2 a 14. 

17. Precede selon la revendication 16, caracterise en ce que lesdits segments 
d'hybridation, qu'ils soient sens ou antisens, ont chacun (en l'absence de rallonge) 
une temperature de fusion Tm comprise entre 50 et 65°C (bornes incluses). 

15 

18. Pluralite de paires d'amorces composites selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 14, caracterisee en ce qu'elle est susceptible d'etre obtenue par 
un procede selon l'une quelconque des revendications 15 a 17. 

20 19. Paire d'amorces composites sens et antisens convenant a une utilisation au 
sein d'une pluralite selon 1 'une quelconque des revendications 2 a 1 4, caracterisee 
en ce qu'elle est choisie au sein d'une pluralite selon la revendication 1 8. 

. 20. Procede pour produire une paire de rallonges convenant a une utilisation 
25 comme rallonge d'amorces composites sens et rallonge d'amorces composites 
antisens dans une pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens selon 
l'une quelconque des revendications 2 a 14, et 18, laquelle paire etant dite 
universelle, caracteris6 en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

30 a) Ton choisit au moins 30 paires de segments d'hybridation sens et 

antisens : 

- qui forment chacune une paire d'amorces sens et antisens pour une cible 
nucleotidique, de maniere a viser au moins 30 cibles nucleotidiques differentes sur 
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ledit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, et en veillant a ce que ces 
an moins 30 cibles presentent une distribution uniforme sur toute la longueur 
dudit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, ou a tout le 
moins dans la(les) region(s) dans laquelle(lesquelles) se trouvent les sequences 
5 nucleotidiques cibles dont Tamplification en multiplex est recherchee, et 

- dont chaque segment presente une temperature de fusion Tm comprise 
entre 50 et 65°C (bornes incluses), 

constituant ainsi un ensemble de couples de segments sens et antisens tests, 

10 b) pour chaque couple de segments tests de 1" ensemble, on determine la 

valeur maximale de variation d'energie libre AG que ce couple peut pr6senter, par 
appariement parti el ou complet de bases de chacun des deux segments avec lui- 
meme ou avec Pautre segment du meme couple, 

15 c) on selectionne deux rallonges de sequences differentes : 

- qui ne sont pas presentes dans ledit acide nucleique ou melange d'acides 
nucleiques, ou a tout le moins qui n'y sont presentes qu'a une frequence au moins 
deux fois inferieure a celle prevue statistiquement pour une sequence aleatoire de 
la meme taille, et 

20 n.dont Padjonction, pour Tune a Pextremite 5' de chaque segment sens 

test, et pour Pautre a Pextr6mit6 5' de chaque segment antisens test, conduit a une 
augmentation d'une valeur comprise entre 10 et 15°C (bornes incluses) de la 
temperature de fusion Tm de chacun des segments tests, et 

- dont 1'adjonction, pour Tune a Pextremite 5' de chaque segment sens 
25 test, et pour Pautre a Pextremite 5' de chaque segment antisens test, ne conduit, 

pour aucun des couples de segments sens et antisens tests a une augmentation de 
plus de 3 kcal/mol de ladite valeur maximale AG d&erminee pour chaque couple 
testal'etape b), 

30 d) on produit les deux rallonges selectionnees. 

21. Paire de rallonges nucleotidiques destinee a cooperer avec une plurality de 
segments d'hybridalion sens et antisens pour former une pluralite de paires 
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d'amorces composites sens on antisens selon Tune quelconque des revendications 
2 a 14, et 18 5 laquelle paire etant dite universale, caracterisee en ce qu'elle est 
susceptible d'etre obtenue par le procede selon la revendication 20. 

5 22. Paire de rallonges nucteotidiques selon la revendication 21, caracterisee en ce 
qu'elle est choisie parmi le groupe de paires de rallonges de sequences 
respectives : 

- les sequences SEQ ID NO :1 et SEQ ID NO :2, 

- la sequence SEQ ID NO :1 et la sequence comptementaire de SEQ ID 
10 NO :2 (SEQ ID NO: 48), 

- la sequence complementaire de SEQ ID NO :1 (SEQ ID NO : 47) et la 
sequence SEQ ID NO :2, 

- la sequence complementaire de SEQ ID NO :1 (SEQ ID NO : 47) et la 
sequence complementaire de SEQ ID NO :2 (SEQ ID NO : 48). 

15 

23. Rallonge nucleotidique convenant k une utilisation comme rallonge dans les 
amorces composites sens ou dans les amorces composites antisens d'une pluralite 
selon Tune quelconque des revendications 2 a 14, et 18, caracterisee en ce qu'elle 
est choisie parmi une paire de rallonges selon la revendication 21 ou 22. 

20 

24. Rallonge nucleotidique convenant a une utilisation comme rallonge dans les 
amorces composites sens ou dans les amorces composites antisens d'une pluralite 
selon Tune quelconque des revendications 2 k 14, et 18, caracterisee en ce que sa 
sequence : 

25. . - est constitute de 1 0 nucleotides, 

- presente une teneur en GC comprise entre 20% et 60% (bornes incluses, 
prtferentiellement entre 20% et 50% (bornes incluses), tres preferentiellement une 
teneur en GC de 40%, et 

- est absente dudit acide nucleique ou melange d'acides nucleiques, ou n'y 
30 est tout au plus presente qu'i une frequence au moins deux fois inferieure a celle 

statistiquement prevue pour une s6quence aleatoire de la meme taille. 
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25. Rallonge hucleotidique selon la revendication 24, caracterisee en ce qu'en 
outre, sa sequence est telle que Fappariement complet avec 1'enchamement de 10 
nucleotides qui constitue son complementaire parfait presente une energie libre de 
formation AG qui ne depasse pas 1 1 kcal/mol. 

5 

26. Rallonge selon Tune quelconque des revendications 24 a 25, caracterisee en ce 
que sa sequence est choisie parmi le groupe constitue par la sequence de SEQ ID 
NO :1, la sequence de SEQ ID NO :2, et leurs sequences complementaires SEQ 
ID NO : 47 et SEQ ID NO: 48. 

10 

27. Amorce composite sens ou antisens, convenant a une utilisation au sein d'une 
pluralite selon Tune quelconque des revendications 2 a 14, caracterisee en ce 
qu'elle est choisie parmi une paire d'amorces selon la revendication 19, et en ce 
que la rallonge qu'elle contient est une rallonge selon Tune quelconque des 

15 revendications 23 a 26. 

28. Methode pour 1'amplification en multiplex d'une pluralite de sequences 
nucleotidiques cibles presentes dans un acide nucleique ou un melange d'acides 
nucleiques, par hybridations et Elongations d'une pluralite de paires d'amorces 

20 d'amplification, 1 caracterisee en ce que ladite pluralite de paires d'amorces 
d'amplification est une pluralite de paires d'amorces composites sens et antisens 
selon Tune quelconque des revendications 2 a 14, et 18. 

29. Methode d'amplification selon la revendication 28, caracterisee en ce que 
25 ladite pluralite de sequences nucleotidiques cibles amplifiees en multiplex est 

constituee de 2 a 15 sequences nucleotidiques cibles. 

30. Methode d'amplification selon la revendication 28 ou 29, caracterisee en ce 
que lesdites sequences nucleotidiques cibles sont constitutes de 90 a 500 pb, 

30 preferentiellement de 90 a 300 pb. 

31. Methode pour Tamplification multiplex quantitative d'une pluralite de 
sequences nucleotidiques cibles presentes dans un acide nucleique ou un melange 
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d'acides nucleiques, par hybridations et elongations d'une pluralite de paires 
. d'amorces d'amplification, caracterisee en ce que Ton met eii oeuvre la methode 
selon Tune quelconque des revendications 28 k 30, en effectuant lesdites 
hybridations et/ou elongations en presence d'un agent qui facilite la separation des 
5 brins d'ADN, tel que le dimethyl sulfoxide (DMSO), ou le triSthylammonium 
acetate (TEAA). 

32. Methode d'amplification selon la revendication 31, caracterisee en ce que 
lesdites hybridations et elongations sont effectives par cycles successifs 

10 d'hybridations-elongations-ddnaturations jusqu'a ce que les amplifications 
desdites sequences nucleotidiques cibles aient une cin&ique en phase 
exponentielle. 

33. Methode d'amplification selon Tune quelconque des revendications 31 a 32, 
15 caracterisee en ce que toutes les paires d'amorces composites sont utilisees en 

concentration £quimolaire. . 

34. Methode pour determiner la presence ou Tabsence d'au moins un 
remaniement genomique au sein d'un materiel gen&ique B par rapport h un 

20 materiel genetique de reference A, caracterisee en ce que : 

- Ton selectionne au moins une cible nucldotidique qui constitue un 
marqueur du ou des remaniement(s) recherch6(s), et en ce que 

- Ton applique la methode d'amplification selon Tune quelconque des 
revendications 28 a 30, ou bien celle selon Tune quelconque des revendications 

25 31 a 33, sur ledit materiel genetique B, en mettant en oeuvre pour chaque cible 
selectionnee une paire d'amorces composites qui est choisie parmi une pluralite 
de paires d'amorces composites selon l'une quelconque des revendications 2 a 14, 
et 18, et qui est adaptee a 1' amplification de cette cible a partir du materiel 
genetique B, 

30 ledit materiel B etant consid6r£ comme pr^sentant ledit remaniement genetique, 
lorsque le r6sultat d'amplification de ladite au moins une cible marqueur, obtenu a 
partir du materiel B, est significativement different de celui qui serait obtenu a 
partir du materiel de refdrence A dans des conditions comparables, et 
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ledit materiel B etant considere comme ne presentant pas ledit remaniement 
genetique, lorsque le resultat d' amplification de ladite au. moins une cible 
marqueur, obtenu a partir du materiel B, n'est pas significativement different de 
celui qui serait obtenu a partir du materiel de reference A dans des conditions 
5 comparables. 

35. Methode selon la revendication 34, caracterisee en ce que ledit au moins un 
remaniement genomique est un remaniement genique. 

10 36, Methode selon la revendication 34, caracterisee en ce que ledit au moins un 
remaniement genomique est un remaniement chromosomique. 

37. Methode selon Tune quelconque des revendications 34 a 36, caracteris6e en ce 
que ledit materiel genetique B comprend au moins un gene humain. 

15 

r 

38. Methode pour determiner au moins une des bomes d'un ou plusieurs 
remaniement(s) genomique(s) qui a(ont) 6te detecte(s) au sein d'un materiel 
genetique B par comparaison avec un materiel genetique de reference A, 
caracterisee en ce que : 

20 a) Ton choisit une region candidate a 1'interieur de laquelle ladite au moins 

une borne est potentiellement localisee, 

b) Ton choisit, pour chaque remaniementi un jeu de cibles nucleotidiques 
parmi lesquelles au moins une est choisie pour constituer un marqueur de ce 
remaniement, la ou les autres cible(s) etant choisie(s) de part et/ou d'autre de cette 

25 cible marqueur a 1'interieur de la region candidate choisie a Tetape a) de maniere 
a couvrir l'etendue de cette region candidate, 

c) Ton applique la methode selon Tune quelconque des revendications 28 
a 30, ou bien la methode selon Tune quelconque des revendications 31 a 33, audit 
materiel gen&ique B en mettant en ceuvre, pour chaque cible dudit jeu choisi, au 

30 moins une paire d'amorces composites qui est choisie parmi une pluralite de 
paires d'amorces composites selon Tune quelconque des revendications 2 a 14, et 
18, et qui est adaptee a l'amplification de cette cible a partir dudit materiel 
genetique A, 
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d) pour chaque cible, on mesure l'intensite d'amplification ainsi obtenue a 
partir dudit materiel genetique B, et on la compare a l'intensite temoin qui serait 
obtenue pour cette meme cible dans des conditions comparables mais en 
appliquant ladite methode d'amplification audit materiel genetique de reference 

5 A, 

e) on determine si, au sein du jeu de cibles choisi, au moins une cible est 
amplifiee avec une intensite non significativement differente de l'intensite temoin, 
et, si ce n'est pas le cas, on reitere les etapes a) a e) en elargissant la region 
candidate cboisie a l'etape a), 

10 ladite au moins une borne du ou de chacun des remaniements au sein dudit 
materiel genetique B 6tant consideree comme se trouvant a 1'interieur d'une zone 
comprise entre : 

- la position de la cible marqueur dudit remaniement, et 

- la position de la cible qui a ete amplifiee avec une intensite non • 
15 significativement differente de l'intensite t6moin, ou s'il y en a plusieurs, avec 

celle qui est la plus proche de ladite cible marqueur, 

f) si souhaite, on affine la precision de determination de ladite borne, en r 
. marchant progressivement a l ? int6rieur de la zone determinee a l'etape d) ci- » 

dessus, par reiteration des etapes a) a f) en choisissant comme region candidate a 
20 Tetape a) la zone identifiee a l'etape e) immediatement precedente, et en « 
choisissant a T6tape b) un jeu de cibles nucleotidiques qui couvre cette zone 
identifiee a l'etape e). 

39. Proced6 pour fabriquer une carte de remaniements genomiques, caracterise en 
25 ce que 1'on determine les bornes d'au moins un remaniement genomique par la 

methode selon la revendication 38, et en ce que Ton reporte ces bornes sur une 
carte genique ou chromosomique. 

40. Methode pour 1'identification, et eventuellement l'isolement, d'au moins un 
30 gene susceptible d'etre implique dans une maladie genetique, caract6risee en ce 

que : 

- Ton met en oeuvre la methode pour determiner la presence ou Pabsence 
d'au moins un remaniement genomique selon 1'une quelconque des 
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d) pour chaque cible, on mesure l'intensite d'amplification ainsi obtenue a 
partir dudit materiel genetique B, et on la compare k l'intensite temoin qui serait 
obtenue pour cette meme cible dans des conditions comparables mais en 
appliquant ladite methode d' amplification audit materiel genetique de teference 
A, 

e) on determine si, au sein du jeu de cibles choisi, au moins une cible est 
amplifiee avec une intensite non significativement differente de P intensite temoin, 
et si ce n'est pas le cas, on reitere les 6tapes a) a e) en 61argissant la region 
candidate choisie a l'etape a), 

ladite au moins une borne du ou de chacun des remaniements au sein dudit 
materiel gen6tique B 6tant consideree comme se trouvant a I'interieur d'une zone 
comprise entre : 

- la position de la cible marqueur dudit remaniement, et 

- la position de la cible qui a ete amplifiee avec une intensity non 
significativement differente de l'intensite temoin, ou s'il y en a plusieurs, avec 
celle qui est la plus proche de ladite cible marqueur, 

f) si souhaite, on affine la pr6cision de determination de ladite borne, en 
marchant progressivement a I'interieur de la zone determinee a l'etape d) ci- 
dessus, par reiteration des Stapes a) a f) en choisissant comme region candidate k 
l'etape a) la zone identifiee a l'etape e) immediatement precedente, et en 
choisissant a l'etape b) un jeu de cibles nucleotidiques qui couvre cette zone 
identifiee k l'6tape e). 

39. Methode pour Identification, et eventuellement 1'isolement, d'au moins un 
g£ne susceptible d'etre implique dans une maladie gen&ique, caracterisee en ce 
que : 

- Ton met en ceuvre la methode pour d6terminer la presence ou 1 'absence 
d'au moins un remaniement g6nomique selon l'une quelconque des 
revendications 34 k 37 sur un materiel genetique B issu d'organismes ptesentant 
ladite maladie g6netique, un materiel genomique comparable mais issu 
d'organismes temoins servant de materiel genomique de reference A, de maniere 
a detecter le(s) remaniement(s) present(s) dans le materiel B par rapport au 
materiel A, et en ce que 
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revendications 34 a 37 sur un materiel gendtique B issu d'organismes presentant 
. Jadite maladie g£n6tique, un materiel genomique comparable mais issu 
d'organismes temoins servant de materiel gdnomique de reference A, de maniere 
a d6tecter le(s) remaniement(s) present(s) dans le materiel B par rapport au 
5 materiel A, et en ce que 

- Ton identifie, et eventuellement on isole, le ou les gene(s) affecte(s) par 
le(s) remaniement(s) detecte(s), 

ce(s) gene(s) identifie(s), et eventuellement isole(s), correspondant au(x) gene(s) 
susceptible(s) d'etre implique(s) dans ladite maladie g&ietique. 

10 

41. Methode pour le diagnostic d'une maladie genetique dont serait affecte un 
individu, ou pour l'estimation d'une propension de cet individu a developper une 
telle maladie, caracteris6e en ce que Ton met en oeuvre, sur un echantiUon de 
materiel genetique representatif de ladite maladie g6n£tique, la methode de 

15 determination de la pr6sence ou de Tabsence d'au moins un remaniement" 
genomique selon Tune quelconque des revendications 34 a 37, et en ce que 
ledit diagnostic est consid6re comme positif, ou le cas echeant, ladite propension « 
est consid6r6e comme forte lorsque ledit au moins un remaniement genetique est *' 
determine comme present, et inversement, 

20 ledit diagnostic est consider^ comme ndgatif, ou le cas echeant, ladite propension * 
est considerSe comme faible lorsque ledit au moins un remaniement genomique 
est determine comme absent. 

42. Kit pour la mise en oeuvre d'une methode d'amplification selon Tune 
25 quelconque des revendications 28 a 30, et/ou d'une methode d'amplification selon 

Tune quelconque des revendications 31 a 33, et/ou d'une methode pour 
determiner la presence ou de l'absence d'au moins un remaniement genomique 
selon Tune quelconque des revendications 34 a 37, et/ou d'une methode de 
determination des bornes d'un ou plusieurs remaniement(s) gen£tique(s) selon la 
30 revendication 38, et/ou d'une methode pour Identification d'au moins un gene 
implique dans une maladie genetique selon la revendication 40, et/ou d'une 
methode diagnostique ou pronostique selon la revendication 41, caracterise en ce 
qu'il comprend au moins une paire d'amorces composites selon la revendication 
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- l'on identifie, et eventuellement on isole, le ou les gene(s) affecte(s) par 
le(s) remanieuient(s) detecte(s), 

ce(s) gene(s) identifi6(s), et eventuellement isole(s), correspondant au(x) gene(s) 
susceptible(s) d'etre impliqu6(s) dans Iadite maladie genetique. 

5 

40. Methode pour le diagnostic d'une maladie genetique dont serait affecte un 
individu, ou pour l'estimation d'une propension de cet individu a developper une 
telle maladie, caract6ris6e en ce que l'on met en osuvre, sur tin echantillon de 
materiel gen6tique representatif de ladite maladie g6netique, la methode de 

10 determination de la presence ou de l'absence d'au moins un remaniement 
genomiqne selon l'une quelconque des revendications 34 a 37, et en ce que 
ledit diagnostic est consider^ comme positif, ou le cas 6cheant, ladite propension 
est consideree comme forte lorsque ledit au moins un remaniement genetique est 
determine comme present, et inversement, 

15 ledit diagnostic est considere comme negatif, ou le cas echeant, ladite propension 
est consideree comme faible lorsque ledit au moins un remaniement genomique 
est determine comme absent. 

41. Kit pour la mise en ceuvre d'une m6thode d' amplification selon Tune 
20 quelconque des revendications 28 a 30, et/ou d'une methode d' amplification selon 

l'une quelconque des revendications 31 h 33, et/ou d'une methode pour 
determiner la presence ou de l'absence d'au moins un remaniement genomique 
selon l'une quelconque des revendications 34 a 37, et/ou d'une methode de 
determination des bornes d'un ou plusieurs remaniement(s) g£n6tique(s) selon la 

25 revendication 38, et/ou d'une methode pour 1'identification d'au moins un gene 
impliqu6 dans une maladie genetique selon la revendication 39, et/ou d'une 
methode diagnostique ou pronostique selon la revendication 40, caracterisd en ce 
qu'il comprend au moins une paire d'amorces composites selon la revendication 
19, et/ou au moins une amorce composite selon la revendication 27, et/ou au 

30 moins une rallonge selon l'une quelconque des revendications 23 k 26, 
eventuellement associee(s) k une amorce d' amplification et/ou a un marqueur 
pour la detection de produits nucl6otidiques. 
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19, et/ou au moins une amorce composite selon la revendication 27, et/ou au 
moins une rallonge selon Tune quelconque des revendications 23 a 26, 
eventuellement associee(s) a une amorce d' amplification et/ou a un marqueur 
pour la detection de produits nucleotidiques. 
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Redefinition des bornes de la Nouvelle deletion de 350 kb 

deletion du syndrome de DiGeorge chez un patient schizophrene 
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SEQUENCE LISTING 



<110> I.N.S.E.R.M. 

UNIVERSITE DE ROUEN 



<120> AMPLIFICATION MULTIPLEX QUANTITATIVE A L 1 ECHELLE D T UN GENOME, ET 
APPLICATIONS A LA DETECTION DE REMANIEMENTS GENOMIQUES 



<130> FP - FREBOURG BFF020009 

<160> 48 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 10 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> non-hybridizing primer tag 

<400> 1 
cgttagatag 

<210> 2 

<211> 10 

■v^ 1 z. ^ Z/i^ri 

<213> artificial sequence 



10 



<220> 
<223> 



non-hybridizing primer tag 



<400> 2 
gatagggtta 

<210> 3 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<409> 3 

actccatctc cttgtgctct 

<210> 4 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 4 

cgctattcaa caagctcatg 

<210> 5 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 5 

ggtaaaacac attcctttgg 
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3 

<210> 6 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 6 

atatgtgagc ttccattggt 

<2i0> 1 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 7 

atgtttaaca accgccagca 

<210> 8 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 8 

tcttcctttc agatgatgca ga 

<210> 9 

<211> 21 
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<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 
<400> 9 

gacatggtgc tgtgtgtgag c 

<210> 10 

<211> 21 

<212> ZXh 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 10 

tccgccttta gaagtccaag t 

<210> 11 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 11 

tgaagctgtg tggctgaaac 

<210> 12 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 

<223> hybridization segment 
<400> 12 

tagccagggt gtctcaaaga 

<210> 13 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 13 

taccagtcat cgggcagaac 

<210> 14 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 14 

aatgtcagag gcaggacaca g 

<210> 15 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 
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<400> 15 

cgttagatag actccatctc cttgtgctct 

<210> 16 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 16 

gatagggtta cgctattcaa caagctcatg 

<210> 17 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 17 

cgttagatag ggtaaaacac attcctttgg 

<210> 18 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 18 

gatagggtta atatgtgagc ttccattggt 




30 



30 



30 
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<210> 19 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 19 

cgttagatag atgtttaaca accgccagca 

<210> 20 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 20 

gatagggtta tcttcctttc agatgatgca ga 

<210> 21 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 21 

cgttagatag gacatggtgc tgtgtgtgag c 

<210> 22 

<211> 31 
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<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 
<400> 22 

gatagggtta tccgccttta gaagtccaag t 

<210> 23 

<211> 30 

<?-\2^ DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 23 

cgttagatag tgaagctgtg tggctgaaac 

<210> 24 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 24 

gatagggtta tagccagggt gtctcaaaga 

<210> 25 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
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<220> 

<223> composite primer 

<400> 25 

cgttagatag taccagtcat cgggcagaac 

<210> 26 

<211> 31 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 26 

gatagggtta aatgtcagag gcaggacaca g 

<210> 27 

<211> 17 

<212> DMA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 27 

ccctggtgcg atggggt 

<210> 28 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 
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<400> 28 

ggcacggcgg gacaagtag 

<210> 29 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 29 

agtcgtgctg tcctgaacg 

<210> 30 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 30 

tcttcttcct tcttttcttc aa 

<210> 31 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 31 

gcatcctcct actcttctcc tgg 



ler depot 



1 

<210> 32 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 32 

agcctccctc aaataggtct 

<210> 33 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 33 

tggggctagg aggtccct 

<210> 34 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 34 

cctccccttt atgagactat ccta 

<210> 35 



<211> 19 
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<212> DNA . 

<213> artificial sequence 



<220> 

<223> hybridization segment 
<400> 35 

agaggcaggg aatgaagaa 

<210> 36 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> hybridization segment 

<400> 36 

gggtcacctt gatattcaca 

<210> 37 

<211> 27 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 37 

cgttagatag ccctggtgcg atggggt 

<210> 38 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
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<220> 

<223> composite primer 

<400> 38 

gatagggtta ggcacggcgg gacaagtag 

<210> 39 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 39 

cgttagatag agtcgtgctg tcctgaacg 

<210> 40 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 40 

gatagggtta tcttcttcct tcttttcttc aa 

<210> 41 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 



1er depot 



14 

<400> 41 

cgttagatag gcatcctcct actcttctcc tgg 

<210> 42 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 42 

gatagggtta agcctccctc aaataggtct 

<210> 43 

<211> 28 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 43 

cgttagatag tggggctagg aggtccct 

<210> 44 

<211> 34 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 44 

gatagggtta cctccccttt atgagactat ccta 
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<210> 45 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 45 

cgttagatag agaggcaggg aatgaagaa 29 

<210> 46 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> composite primer 

<400> 46 

gatagggtta gggtcacctt gatattcaca 30 

<210> 47 

<211> 10 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> non-hybridizing primer tag 

<400> 47 

ctatctaacg 10 

<210> 48 

<211> 10 
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<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<220> 

<223> non-hybridi2ing primer tag 

<400> 48 
taaccctatc 



